INIVER
.ﬁ Im’l y
=)

EGE UNIVERSITESI .4
Saglik Bilimleri Enstitiisii l

PI3K INHIBITORU VE PONATINIB
KOMBINASYONUNUN KRONIK MYELOID
LOSEMI HUCRE HATTI UZERINDEKI
ANTIKANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Cagla YURT

Temel Onkoloji Anabilim Dali

[zmir

2025



T.C.
EGE UNIVERSITESI

Saglik Bilimleri Enstitiisii

PI3K INHIBITORU VE PONATINIB
KOMBINASYONUNUN KRONIK MYELOID
LOSEMI HUCRE HATTI UZERINDEKI
ANTIKANSER ETKILERININ ARASTIRILMASI

Cagla YURT

Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ

Temel Onkoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Programi

[zmir

2024



Tez Degerlendirme Kurulu Uyeleri

(Ad1 Soyady)

(imza)

Baskan TProf DI, L
(Danisman)

Uye TPIOEIDI. o
Uye TPIOEDI. o

Uye TPIOEDI. L ——————

Uye TPIOEDI. L

Yiiksek lisans tezinin kabul edildigi tarih: ...........c.cccoooveviieiiiieiieiee,



Onsoz

Yiiksek lisans egitimim bana hem bilimsel hem kisisel anlamda ¢ok sey 6gretti. Bana kattigi
akademik bilgi ve birikimin yaninda zorlandigim sartlarin iistesinden nasil kalkacagimi 6gretti.
Lisans egitimim boyunca hep hayalini kurdugum bu yiiksek lisans egitimini bitirdigim icin
kendimle gurur duyuyorum ama ayrica bu ¢alisma, ¢ok sayida bireyin rehberligi ve destegi

olmadan miimkiin olmazdi.

Benden yardimini ve destegini esirgemeyen ailem, arkadaslarim sayesinde kendimi daha ¢ok

gelistirme firsat1 buldum.

Bu yolculugu daha az yalniz hale getiren boliimdeki arkadaslarima destekleri yardimlar i¢in

0zel tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir, 19.02.2025 Cagla YURT



Ozet

PI3K inhibitérii ve Ponatinib Kombinasyonunun Kronik Miyeloid Losemi Hiicre Hatti

Uzerindeki Antikanser Etkilerinin Arastirllmasi

Kronik miyeloid 16semi (KML) tedavisi i¢in yeni terapotik stratejiler olusturulmasi amaciyla
yapilan bu arastirmada, KML'nin ayirt edici 6zelligi olan BCR-ABL'yi inhibe eden ponatinib
ve fosfoinozitid 3-kinazlar1 (PI3K'lar) hedef alan sentetik molekiil inhibitori LY294002'nin
etkileri incelenmistir. Ponatinib, diger tirozin kinaz inhibitdrlerinin etkili olmadig1 veya BCR-
ABL genindeki mutasyonlar nedeniyle olusan ila¢ direncine kars1 gelistirilen bir inhibitordiir.
LY294002 ise cesitli kanser tiirlerinde, KML dahil, hiicre biiylimesi, sagkalimi ve
proliferasyonunda Onemli rol oynayan PI3K'lar1 hedef alir. Tez calismamizda ilk olarak
proliferasyon deneyi ile deneylerde kullanilmak iizere kuyucuk basma diisen optimum hiicre
sayist belirlenmistir. Daha sonrasinda her iki etken maddenin tekli uygulamalarinin sitotoksik
etkisi CCK-8 deneyi ile tespit edilmistir. Elde edilen IC50 degerlerine gore kombinasyon
uygulamasi yapilmistir. Ponatinibin IC50 degeri K562 hiicre hattinda 108,6 nM (48. saat) ve
LY294002'nin IC50 degeri 45,88 uM (48. saat) olarak belirlenmistir. Ponatinib ve
LY294002'nin kombinasyon halinde uygulandiginda hiicre apoptozu iizerindeki etkisi, kontrol
grubuna ve tek basina kullanimlarina kiyasla apoptozu daha fazla indiikledigi ve hiicre
proliferasyonunu daha fazla inhibe ettigi tespit edilmistir. CFSE proliferasyon deneyinde bu
kombinasyonun sinerjik bir etki yarattifi ve hiicre proliferasyonunda en biiyiik azalmay1

sagladig1 belirlenmistir.

Bu tez, KML hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasini engellemede ponatinib ve
LY294002'nin kombinasyonunun etkili olabilecegini ve kronik miyeloid 16semi tedavisi i¢in

yeni terapotik stratejiler gelistirilmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler; LY294002, Ponatinib, Kronik Miyeloid Losemi



Abstract

Investigation of the Anticancer Effects of the Combination of PI3K Inhibitor and
Ponatinib on the Chronic Myleoid Leukemia Cell Lines

This study, designed to develop new therapeutic strategies for the a cure of chronic myeloid
leukemia (CML), evaluated the effects of ponatinib, which inhibits BCR-ABL, the hallmark of
CML, and LY294002, a synthetic molecule that inhibits phosphoinositide 3-kinases (P13Ks).
Ponatinib is an inhibitor being developed against drug resistance due to mutations in the BCR-
ABL gene or in cases where other tyrosine kinase inhibitors are not effective. LY 294002 targets
P13Ks, which are critical for cell growth, survival and proliferation in various cancers, including
CML. In our dissertation study, we first determined the optimal number of cells per well used
in experiments using a proliferation assay. The cytotoxic effect of single doses of both
compounds was then demonstrated by the CCK-8 assay. The combination assay was performed
according to the IC50 values obtained. The IC50 value of ponatinib was 108.6 nM (48th hour)
and the IC50 value of LY294002 was 45.88 uM (48th hour) in the K562 cell model. The
combination effect of ponatinib and LY294002 on cell apoptosis was more efficient in inducing
apoptosis and inhibiting cell proliferation than the control group and when used individually.
In the CFSE proliferation assay, this combination was found to have a synergistic effect and

provided the highest reduction in cell proliferation.

These thesis demonstrate that the combination of ponatinib and LY294002 can efficiently
inhibit the growth and survival of CML cells and could contribute to the development of new

therapeutic strategies for the treatment of CML.

Keywords; LY294002, Ponatinib, Chronic Myeloid Leukemia
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1. Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Diinya geneline ve iilkemize bakildiginda en yiiksek ikinci 6liim oranina sahip hastalik
kanserdir. Hastalar i¢in kanser tiiriine gore tedavi planlar1 yapilmakta ve yeni tedavi yontemleri
gelistirilmeye devam edilmektedir. Kanser hiicrelerinin tedavi siirecinde kazandig: ilag direnci,
miyeloid losemi igin gelistirilen alternatif yontemleri etkinligini kisitlamaktadir. PI3K
(Fosfoinozitid 3-kinaz) sinyal yolu, kemik iliginden kaynaklanan bir kanser tiirii olan Kronik
Miyeloid Losemide (KML) ¢ok dnemli bir rol oynar. LY294002, PI3K sinyal yolunda yer alan

enzimler olan fosfoinozitid 3-kinazlarin (PI13K'lar) giiglii bir inhibitoridiir.

Tirozin kinaz inhibit6rii Ponatinib, kronik miyeloid I6semide l6semi hiicrelerinin biiylimesine

neden olan BCR-ABL proteinini hedef alir.

Tirozin kinaz inhibitorleri gibi 16semi hiicrelerinin bilylimesinde rol oynayan sinyal yolaklarini
hedef alan tedavilerin varligina ragmen, ila¢ direnci KML tedavisinde 6nemli bir engel olmaya

devam etmektedir.

Bu nedenle, Ponatinib ve LY294002 etken maddelerinin kombinasyon uygulamasi kronik
miyeloid 16semi hiicrelerinin biiytimesini, cogalmasini engellemeyi ve olast yeni tedavilerin

gelistirilmesi i¢in yapilacak olan arastirmalara yardimei olacagini diistinmekteyiz.

KML'li hastalarin tedavi sonuglarini iyilestirmek ig¢in kombinasyon tedavileri gibi yeni

terapotik stratejilerin aragtirilmasina ihtiyag vardir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Hedefe yonelik tedavi igin kullanilan Ponatinib ve PI3K inhibitorii etken maddelerinin
eszamanli uygulanarak KML hiicre hattinda olusturabilecek antikanser etkilerin incelenmesi
hedeflenmistir. Ponatinib ve LY294002 etken maddelerinin kronik miyeloid 16semi iizerine
etkilerini arastiran gesitli ¢alismalar mevcuttur. Gilincel literatiire bakildiginda Ponatinib ve
LY294002 etken maddelerinin kombinasyon calismasi bulunmamaktadir. Bu iki etken
maddenin etkilesimlerinin potansiyelini, l6semi hiicresinin sagkalimin1 ve proliferasyon

tizerindeki etkilerini ve ayrica 6nemli sinyal yollarini inhibe etme potansiyelleri arastirilacaktir.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Calismamizda, ponatinib ve LY294002 tek baslarina ve birlikte kullanildiklarinda K562 hiicre
hatt1 iizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenecektir. Hipotezimiz, ponatinib ve
LY294002 etken maddelerinin K562 hiicre hattinda hiicre proliferasyonu azaltacagi ve
apoptotik etkiyi arttiracagi yontindedir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Calismamizda Ponatinib ve PI3K inhibitoriiniin tekli ve kombinasyon halinde
uygulandiklarinda K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hatti iizerindeki kombinasyon
uygulamasinin tekli uygulamalara kiyasla terapdtik etkinligin artmasina ve potansiyel olarak

ila¢ direnci mekanizmalarinin iistesinden gelinmesine yol agacagi diisliniilmektedir.

1.5. Arastirmanin Sinirhliklar:

Ponatinib’in kronik miyeloid 16semi iizerindeki giiclii etkinligine ragmen ilag¢ direnci KML
tedavisinde 6nemli bir zorluk olmaya devam etmektedir. Ayni sekilde zamanla kullanilacak
olan PI3K inhibitériine karsi da ila¢ direnci olusabilir. Kombinasyon uygulamasi direng
mekanizmalarini geciktirebilir veya iistesinden gelebilir, ancak bu yaklagimin uzun vadeli

etkinligi daha fazla arastirma gerektirmektedir.
1.6. Arastirmanin Amaci
Tez calismasinda amag, ponatinib ve LY294002’nin kombine edilmesinin kronik miyeloid

l6semi hiicre hatt1 tizerindeki antikanser etkilerini aragtirmaktir. Bu kombinasyon ¢alismasinda

hiicre sagkalim oraninin azalmasi ve hiicre proliferasyonu inhibisyonu amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Diinya popiilasyonunu en ¢ok etkileyen malign hastaliklardan biri olan 16semi, kan kanseri
olarak tanimlanir (Tebbi, 2021).Lésemi hem miyeloid hem de lenfoid Onciillere yol agabilen
kemik iligindeki hematopoietik kok hiicrelerin malign transformasyonu ve anormal hiicrelerin
kontrolsiiz cogalmasi nedeniyle olusur (America).

Kemik iliginin normal islevini engelleyerek yerini alir ve saglikli kan hiicresi {iretiminin
kaybina yol acar. Anormal kan hiicrelerinin artmasiyla birlikte 16semi hastalarinda yorgunluk
ates, eklem agrisi, kilo kayb1 ve kolayca morarma ve kanama belirtileri gozlenmeye baslar
(Davis, Viera, & Mead, 2014).

Losemi olusan anormal hiicrelerin ¢gogalma hizina gore iki ana gruba ayrilir: akut veya kronik.
Koken hiicresine gore ise miyeloid veya lenfoid olarak gruplandirilir (America). Losemi tiirleri,
lenfoid ve miyeloid soylarin yani sira ayni zamanda hastali§in hizina gore ise akut ve kronik
olarak genis bir siiflamaya tabi tutulmaktadir (Whiteley, Price, Cantelli, & Sipkins, 2021).
Akut 16semiler, koken aldiklart hiicre tiiriine gore genis bir siniflamaya tabi tutulmakta olup,
akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut miyeloblastik 16semi (AML) olarak iki ana kategoriye
ayrilir. Ayrica, kronik 16semiler Kronik Miyeloid Losemi (KML) ve Kronik Lenfositik Losemi
(KLL) olarak kendi gruplarina ayrilmaktadir (Shroff ve ark., 2019).

Akut miyeloblastik 16semide kemik iligi ¢ok sayida olgunlasmamis blastlar tarafindan
karakterize olur ve blastlarin asir1 proliferasyonu hastaligin hizli ilerlemesine yol acar. Akut
lenfoblastik 16semi ise olgunlagmamuis lenfoid hiicrelerin asir1 proliferasyonu ile ortaya ¢ikar.
Akut losemilerin aksine kronik l6semiler, KLL ve KML daha yavas ilerler ancak
olgunlagsmamis blastlar yerine olgunlagsmis hiicrelerin asir1 proliferasyonu daha ¢ok goézlenir
(America) (Shroff ve ark., 2019). Kronik Miyeloid Lésemi (KML), hematopoetik kok hiicrenin
neoplastik transformasyonu sonucu olusan klonal bir hastalik olarak karakterize edilmektedir
(Bonifacio, Stagno, Scaffidi, Krampera, & Di Raimondo, 2019).

Kronik miyeloid 16semi i¢in molekiiler bir belirteg olan Philadelphia kromozomu, 9.kromozom

ve 22. kromozom arasinda gergeklesen resiprokal translokasyon sonucu olusur (Nowell &
Hungerford, 2004).



Kromozom 9’ da yerlesik Abelsonl (ABL1) proto-onkogeni geni ve kromozom 22’ de
“Breaking Point Cluster” (BCR) geninin birlesimi, BCR-ABL1 fiizyon genini ortaya ¢ikarir
(Bonifacio ve ark., 2019)

BCR-ABL1 fiizyon geni, t(9:22) translokasyonu sonucu olusur ve hiicrelerin kontrolsiiz
¢ogalmasini ve apoptoza direncini indiikkleyen yapisal agidan aktif bir tirozin kinaz aktivitesine
sahip bir BCR-ABL1 onkoproteinini kodlar (1zzo ve ark., 2015; Kang ve ark., 2016).
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"\
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&
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!

Kontrolsz Sinyal lletimi
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Sekil 1 : 1(9:22) translokasyonu ve KML fenotipinin ortaya ¢ikis1 (Frazer, Irvine, &
McMullin, 2007).



BCR-ABL1, terapotik yaklasim igin bir hedeftir ve KML tedavisinde devrim yaratan BCR-
ABL1 tirozin kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesine olanak saglamistir (Anindita, Marnolia,
Putra, Haikal, & Tambunan, 2018).

2.2. Epidemiyoloji

Kronik Miyeloid Losemi (KML), 100.000 yetiskin basina 1-2 vaka goriilme sikligina sahip
miyeloproliferatif bir neoplazmdir (Jabbour & Kantarjian, 2022). Yetiskin 16semi olgularinin
%15- %20'sini olusturur ve ¢ocuklarda daha nadir goriiliir ve ortalama tan1 yasi 56 ve 60 oldugu
belirlenmistir (Hoglund, Sandin, & Simonsson, 2015). insidans oranlar1 yasla birlikte yiikselir
ve en yiiksek insidans ileri yas gruplarinda daha ¢ok goriilmektedir (Rohrbacher & Hasford,
2013). Bildirilen vakalarda KML erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir (Hoglund ve ark.,
2015).

Son ¢aligmalar, KML hastalarinin 70 yas {istii hastalarda goreceli sagkalim oraninin diistiigiinii

gostermektedir (Hu ve ark., 2021).

2.3. Etiyoloji

KML nin etiyolojisi oncellikle Philadelphia kromozomuna varligi ile iligkilendirilir ve buna ek
olarak ¢evresel faktorler ve genetik varyantlar da KML nin gelisimine katkida bulunan faktorler
olarak gorilmiistir fakat KML’nin ailesel yatkinligi nadirdir (Padmavathi, Banik, Roy,
Monisha, & Kunnumakkara, 2017) (Aitken ve ark., 2021).Akut radyasyona maruz kalma
haricinde, KML'nin etiyolojisi bilinmemektedir (Szymanska & Park, 2019).

Ayrica KML’de hastaligin gelisiminden hangi molekiiler mekanizmalarin sorumlu oldugu ve

heniiz tam olarak aydimlatilmamistir (Chandran ve ark., 2019).

2.4. KML’nin Molekiiler Patogenezi

Kronik Miyeloid Losemi’nin molekiiler patogenezi dncelikli olarak Philadelphia kromozomu
olarak bilinen dengeli resiprokal translokasyon t(9;22) sonucu olugan BCR-ABL1 fiizyon
geninin varligina dayanmaktadir (Shanmuganathan, Chereda, & Melo, 2021). Bu flizyon
geninin kodladig1 onkoprotein hastaligin gelisiminden ve ilerlemesinden sorumludur (Tan ve

ark., 2021).

Ek olarak KML hiicrelerinin malign transformasyonunu ve kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu

indiikler (Peng ve ark., 2021).



2.5. Klinik Karakteristik

KML sirastyla ii¢ farkli sathadan gecerek ilerler: Kronik faz, akseler faz ve son olarak blast
fazi. KML’nin klinik belirtileri trombositoz, trombositopeni, hepatomegali, splenomegali ve
dolasimda olgunlagsmamis graniilositlerin varlig1 olarak siralanir. Hastalik ilk olarak kronik faz
ile ortaya ¢ikar. Ardindan akseler (hizlandirilmis) faz izler ve son olarak 6liimciil patlama fazi

olarak blastik faz gelir.

KML’nin semptomlar1 evrelerine bagl olarak ortaya c¢ikar. Ozellikle hiperlokositoz —tiim

evrelerde goriilebilir (Rinaldi & Winston, 2023).

2.5.1. Kronik Faz

KML hastalarinin ¢ogu, kronik fazda belirti gostermez ve 16kositozu gdsteren rutin tam kan
sayimi ile saptanabilir. KML, kronik fazda ¢ogunlukla anemi ve splenomegali ile iligkili
semptomlarla ortaya ¢ikar. Kronik faz ¢ogunlukla KML’de olgun miyeloid hiicrelerin klonal
geniglemesi ile baslar (Bonifacio ve ark., 2019). Kronik fazda hastalar genelikle tirozin kinaz

inhibitor tedavilerine cevap verirler. Tedavi olmazsa akseler faza ve blast fazina ilerleyebilir.

KML hastalarinin yaklasik %90°1 kronik fazdayken teshis edilir (Braun, Eide, & Druker, 2020).
Hastalarin %90'indan fazlas1 kronik fazda teshis edilirken, kiigiik bir kismi1 akselere ve blastik

fazlara ilerler (Al-Ameri, Cherry, Al-Kali, & Ferrajoli, 2010).

KML vakalarmin %90°dan fazlasinda teshis sirasinda kronik fazda bulunduran Philadelphia
kromozomunu igerir (Alshurafa ve ark., 2023). Kronik faz periferik kan ve kemik iligindeki
16kositoz ve bazofil varligi ile de tanimlanir (Hart & Linden, 2014). Kronik faz periferik kanda
veya kemik iliginde %10'dan az miyeloid blast olarak tanimlanirken, akseler faz ve blastik faz

sirastyla %10-19 ve %20'den fazla blast olarak tanimlanmistir (Ahmed ve ark., 2009).

Miyeloid hiicrelerinin artig1 ile karakterize olan kronik faz, birkag yil siirebilir ancak hiicreler
normal fonksiyon kapasitelerini korur. Bu fazdaki klinik bulgular genelde hafif gecer ve cogu
KML’li hasta bu evrede asemptomatiktir. Biiyiik bir ¢ogunlugu rutin bir kan tahlili ile teshis

edilir (Soverini, Mancini, Bavaro, Cavo, & Martinelli, 2018).

2.5.2. Akseler Faz

Akseler faz genellikle kronik ve blast fazi arasinda bir ara faz olarak tanimlanir. Diinya Saglik

Orgiitiiniin kriterlerine gore periferik kan ve kemik iligi hiicrelerinin %10-%19’u blast

6



hiicrelerinden olusur. Periferik kanda %20 oraninda bazofil hiicreleri mevcuttur (How,
Venkataraman, & Hobbs, 2021).

2.5.3. Blastik Faz

Blast krizi olarak da bilinen blastik faz, KML’ nin akut 16semiye gecisini ifade etmektedir
(Naeim, 2012). KML’nin son asamasini olusturan blastik fazda olan bir hasta her zaman
farkedilemez ve hasta kanindaki olgunlagsmamis hiicre sayisinin yogunlugu cok yiiksektir bu
sebeple hastalar bu fazda tedaviye daha az yanit verir. Blastik fazda hastanin sagkalim orani
aylar ile hesaplanir. Kronik fazin blastik faza ge¢isi, Ph kromozomuyla birlikte sitogenetik
defektlerin gogalmasi ve ilag direncinin artmasinin olasiligi karakterize eder (Soverini ve ark.,

2018).

Diinya Saglhk Orgiitiiniin kriterlerine gore periferik kan ve kemik iligi hiicrelerinin en az %20’si
veya daha fazlasini blastlar olusturur. Ekstramediiller blast proliferasyonunun varligi bu evrede

gozlenir (How ve ark., 2021).

2.6. Ponatinib

Ponatinib (Iclusig, ARIAD Pharmaceuticals-Incyte Co.), philadelphia kromozomu pozitif
losemilerin tedavisinde kullanilan ve T3151 mutasyonuna karsi direncin asilabilmesi i¢in
tasarlanan {iglincii nesil bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (Breccia ve ark., 2017) (Narayanan,
Pollyea, Gutman, & Jimeno, 2013).

Ponatinib, 3-(imidazo[1,2-b]piridazin-3- iletinil)-4-metilbenzoik asidin karboksi grubunun 4-
[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-3-(triflorometil)anilinin anilino grubu ile elde edilen bir
benzamid yapida molekiildiir (NCBI, 2024).



Sekil 2: Ponatinibin Kimyasal Yapis1 (O'Hare ve ark., 2009).

Imatinib, dasatinib ve nilotinib gibi ajanlar da KML iizerinde etkili ilaglardir ancak baz1 BCR-
ABL mutasyonlarina kars1 direnglidirler. KML tedavisinde ve iistelik diger TKI’lerin etkili
olmadig1 ya da BCR-ABL fiizyon genindeki mutasyonlardan dolay1 dirence sebep oldugu
kosullarda kullanilan bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Bu kemoterapotik ajanin en 6nemli 6zelligi
kullanilan diger TKI’lerin bir¢oguna direngli oldugu bilinen T3 151 mutasyonu da i¢inde olmak
tizere BCR-ABL geninin mutasyona ugramis sekillerine karsi genis aktivite spektrumuna sahip
olmasidir. Ponatinib, ABL kinazin ATP-baglayic1 bolgesini hedef alir (Vivek Kumar Singh
ve ark., 2017).

2.7. PI3K inhibitorii LY294002

Kanserin tedavisinin bulunmasi i¢in PI3K inhibitorleri kapsamli bir arastirma alanidir. PI3K
sinyal yolagi, hiicre sagkalimi, apoptoz, hiicre biiylimesi gibi ¢esitli fonksiyonlar i¢in kritik bir
noktadir. Bu nedenle farkli sinyal yolak inhibitdrleriyle kombinasyon tedavilerinde goz dniinde
bulundurabilecek sonuglar ortaya ¢ikmistir (Duncan, Shay, & Teng, 2020). Bu sinyal yolaginin
inhibe edilmesi, kanser hiicrelerinin sagkaliminda ve proliferasyonunda 6nemlidir sonug olarak

terapotik bir hedef haline gelir.

Once PIBK-Akt'm spesifik bir inhibitdrii oldugu belirtilen LY294002, daha sonraki
aragtirmalarda diger birka¢ molekiilii de inhibe ettigi bildirilmistir. Siispansiyon ve doku
hiicreleri de dahil olmak iizere ¢esitli hiicre modellerinin proliferasyonunun engellenmesinde
onemli rol oynar (Duff, Kavege, Baquier, & Hu, 2021). Cogu zaman bir fosfatidilinositol-3-
kinaz (PI3K) inhibitorii olarak kullanilan LY294002, ¢esitli hiicre sinyal yollarini etkiler. PI3K-
Akt sinyal yolagina ek olarak MAPK sinyal molekiillerini baskiladig1 ayrica TGF-3 sinyal yolu

araciligiyla hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi ve baz1 kemoterapdtik ajanlarin kanser
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hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisini artirarak hiicre sagkalimini azalttig1 belirtilmistir (Duff
ve ark., 2021) (Xu ve ark., 2019) (Badinloo & Esmaceili-Mahani, 2014). Ayrica LY294002
kemoterapotik ajani, miyeloid 16semi hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve apoptozu

indiikler (Hao, Ji, Liu, Zhang, & Gong, 2022).

LY294002 PIBK/AKT yolunu inhibe ederek anti-apoptotik proteinlerin asagi regiilasyonuna ve
pro-apoptotik proteinlerin yukari regiilasyonuna yol acarak sonugta kanser hiicrelerinde

apoptozu indiikler (Yang, Huang, Zou, & Ma, 2017).



3. Gereg ve Yontem
3.1. Arastirma Evreni ve Orneklem

Tezimizde, kronik miyeloid 16semi kanserini ¢esitli mekanizmalarla hedefleyen ponatinib ve

LY?294002 ajanlarinin kombinasyonunun sitotoksik ve apoptotik etkileri incelendi.

3.2. Arastirmanin Degiskenleri

Ponatinib ve LY294002 kombinasyonunun kronik miyeloid 16semi hiicre hatti tizerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkileri bagimli degiskenler olarak degerlendirildi. 24, 48 ve 72 saatlik
farkli zaman dilimleri, bu siirelerde uygulanacak ponatinibin konsantrasyonu ile LY294002 nin

konsantrasyonu bagimsiz degiskenler olarak ele alindu.

3.3. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 15.06.2023-15.05.2024 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na ait Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari ve Molekiiler Analiz

Laboratuvari'nda yiirttildi.

3.4. Veri Toplama Araclar: ve Uygulamalari

Calismamizda kronik miyeloid 16semi hiicre hatti kullanildi ve ponatinib ile LY294002

kemoterapotik ajanlar etken madde olarak degerlendirildi.

3.5. Veri Analizi

Sitotoksisite deneylerinden elde edilen absorbans verileri ile % hiicre canlilig1 ve % sitotoksisite

degerleri agagidaki formiile gore hesaplandi:

% Sitotoksisite = 100 —[((Etken madde uygulanmis kuyucuklardaki hiicre canliligi
ortalamas1)/(Kontrol(etken madde uygulanmayan)kuyucuklardaki hiicre canlilig1 ortalamasi))

x100]

Hiicre proliferasyonunda %50 azalmaya yol acan inhibitdr konsantrasyonu (IC50 degeri),
CalcuSyn v.2.0 yazilimi kullanilarak hesaplandi. Zaman ve konsantrasyona bagli doz-etki
degerleri ve kontrol-deney egrileri igin sitotoksisite grafikleri Graphpad Prism 9.5 programu ile

olusturuldu. Deney ve Kontrol gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar, Graphpad Prism 9.5
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programinda tek yonlii ANOVA ve ardindan Dunnett’s t-testi ile analiz edildi ve p<0.05

degerleri anlamli kabul edildi.

Etken maddelerin K562 hiicrelerinde apoptotik etkisi, Annexin V-FITC yontemi kullanilarak
belirlendi. Sonuglar, BD Accuri C6 akig sitometri cihazi ve yazilimi ile degerlendirildi.
Hiicrelerin apoptoza ugrayip ugramadigi ve apoptoza giren hiicrelerin hangi diizeyde

etkilendigi 6l¢iildii ve deneyler, her biri ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.6. Arastirma Etigi

Bu calisma, K562 kronik miyeloid l6semi hiicre hatti1 kullanilarak in vitro ortamda

yapilacagindan etik kurul onay1 gerekmemektedir.

3.7. Hiicre Kiiltiirii

Tez calismamizda kullanilan K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hatti, Ege Universitesi T1bbi

Biyoloji Anabilim Dali’ndan saglanmistir.

ATCC Number: CCL-243 ™
Designation:  K-562

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100um

Sekil 3: K562 hiicre hattinin mikroskop altinda goriintiileri (ATCC, 2024).
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Tablo 1: K562 Hiicre Hattinin Karakteristigi (ATCC, 2024)

Organizma Homo sapiens

Morfoloji Lenfoblast

Hastahk Kronik Miyeloid Lésemi (KML)
Biiyiime Ozelligi Siispansiyon

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan medyum ve takviyeler, Iscove's Modified Dulbecco's
Medyum (IMDM) (ATCC 30-2005), Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries Cat. No:
04-127-1A), Penisilin/Streptomisin (Biological Industries Cat. No: 03-031-1B), L-Glutamin
(Biological Industries Cat. No: 03-020-1B), Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dali’ndan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde, 25 cm? ve 75 cm? filtreli kapakli flasklara K562 hiicre hatt1 aseptik kosullar
altinda ekilmis ve 37°C, %95 nem ve %5 CO2 6zelliklerine sahip etiivlerde kontaminasyondan
uzak bir sekilde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin medyum degisimi, pasajlama, dondurma ve
¢ozme islemleri laminar akim kabininde steril kosullarda yapildi. Hiicrelerin say1 ve canlilik
durumlart inverted ve 1s1tk mikroskoplari ile takip edildi. Calismamizda kullandigimiz

hiicrelerin medyum ve medyuma eklenen takviyelerin oranlari agsagidaki tabloda belirtilmistir:

Tablo 2: Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan medyum ve takviyelerin adlar1 ve oranlari

.. Kullamilan L- - ..
Hiicre Hatti Medyum Glutamin FBS Penisilin/Streptomisin
K562 IMDM %1 %10 %1

3.7.1. Dondurulan Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Tez galismasinda kullanilan hiicre hatt;, Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda -

86°C'de saklanmistir. Hiicrelerin ¢oziilmiis oldugu asamada asagidaki prosediir izlenmistir:
12



Kriyotiiplerdeki hiicreler, -86°C'dan -20°C'ye aktarild:.
Yaklasik 3-4 ml yeni ortam, 15 ml'lik falkon tiiplere eklendi.

Alinan yeni ortam, 20°C'den ¢ikarilan donmus hiicrelerin bulundugu kriyotiipteki

hiicrelerin tizerine eklenmis ve pipetaj yapilarak ¢oziilme islemi gergeklestirildi.
Hizl bir sekilde ¢oziilen hiicreler, yeni ortam igeren 15 ml'lik falkonlara aktarilda.

Hiicrelerin bulundugu falkonlar, santrifiij cihazinda 500 g'de 5 dakika boyunca dengeli

bir sekilde santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonrasinda hiicrelerin pellet kism1 olusmus, DMSO (Dimetil Siilfoksit),
FBS ve ortam igeren siv1 ise siipernatant kisminda birikmistir. Bu adimda, siipernatant

uzaklastirildi.

DMSO'nun miimkiin oldugunca uzaklastirilabilmesi i¢in hiicre pelletine ortam eklendi

ardindan santrifiij islemi tekrarlandi.

Santrifiijden sonra, siipernatant uzaklastirildi ve hiicrelerin yer aldigi pellet, 1 ml serum

iceren ortam ile tekrar siispansiyon haline getirildi.
Hiicrelerin canliligi, 50 pl hiicre soliisyonu ve 50 pl tripan blue boya ile kontrol edildi.

Canliliklar1 kontrol edilen hiicreler, 25 cm?'lik flasklara yaklasik 5 ml serum igeren
ortam eklenerek ekildi, 75 cm?'lik flasklara ise yaklasik 10-15 ml serumlu ortam ilave

edilerek aktarildi.

Hucreler, 37°C sabit sicaklikta , %95 nem, %5 CO- bulunan etiivlerde inkiibe edildi.

3.7.2. Hiicre Canlihiginin Kontrol Edilmesi

Hiicre canliliginin kontrol edilmesi siirecinde asagidaki adimlar izlenmistir:

Hiicrelerin inkiibe edildigi ortam, 15 ml'lik falkon tiiplere eklendi.

Flaskta hiicre birakmamak adina hiicrelere 1 ml serumsuz ortam eklendi ve yikama

islemi gercgeklestirildi.
Flasklarda bulunan ortam ve hiicrelerin hepsi 15 ml’lik falkonlara aktarildu.

15 ml’lik falkonlara, santrifiij cihazinda 500 g’de 5 dakika boyunca santrifiij yapildi.
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Santrifiij bitiminde, ortami igeren siipernatant kismi bu asamada uzaklastirildi ve hiicre

pelleti 1 ml serumlu ortam ile ¢6zdiirtildii.

50 ul tripan blue boyast ve 50 pl hiicre soliisyonu, Neubauer laminda 1s1k
mikroskobuyla 4 x 4'liik karelerden olusan dort farkli alandaki hiicreler sayildi.

Ortalamalar1 alind1 ve dillisyon faktorii ile carpilarak 1 ml'deki hiicre sayisi hesaplandi.

Canlilik yiizdesini hesaplamak amaciyla, canli hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina

orani alinarak 100 ile ¢arpildi.

3.7.3. Hiicre Pasaj Islemleri

Inkiibe edilen hiicreler, %95 nem, %5 CO: ve 37°C sabit sicaklikta tutulan etiivlerde optimal

kosullarda yetistirilir. Hiicreler, hiicre hatlarinin ikiye katlanma siiresine gore gogalir ve bu

stire¢ dikkatle izlenir. Hiicreler, biiytidiikleri flask yiizeyinin %80'ini kapladiginda, yilizeyden

kaldirilarak boliinmeleri gerekmektedir. Bu islem, hiicre pasajlama olarak bilinir ve deney

kurulumu 6ncesinde de gergeklestirilir. Hiicre pasajlama islemi bu adimlar izlenir:

Flasktaki hiicrelerin bulundugu serumlu ortam, 15 ml'lik falkon tiiplere eklendi.
Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 inverted mikroskopta kontrol edildi.

Kontrol sonrasinda 15 ml’lik falkonlar santrifiij cihazinda 500 g’de 5 dakika boyunca
santrifiij yapildi.

Santrifiijiin ardindan siipernatant kismi uzaklastirild1 ve hiicre pelleti yeterli miktarda

serumlu ortam ile ¢ézdiiriiliip 2 esit flaska boliinerek hiicreler ekildi.

Hiicrelerin canliligi kontrol edilip sayis1 belirlenmek iizere, 50 pul hiicre ve 50 pl tripan

blue boyasi karigtirild1 ve boylece hiicrelerin sayisi belirlendi.

Canliliklar1 ve sayilar1 kontrol edilen hiicreler ikiye boliinerek 25 cm?lik flasklara
yaklasik 5 ml serum iceren ortam, 75 cm?1lik flasklara ise yaklasik 10-15 ml serum

igeren ortam eklenerek ekildi.

Flasklara ekilen hiicreler 37°C sabit sicaklikta, %95 nemde ve %5 CO: ‘ye sahip

etlivlerde inkiibe edilmeye birakildu.

Daha sonra, takip eden giinlerde de hiicrelerin durumu inverted mikroskop kullanilarak diizenli

olarak kontrol edildi.
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3.7.4. Hiicrelerin Dondurulmasi Islemi

Hiicrelerin sayisi deneylerde kullanilacak optimal seviyeye ulastiginda hem hiicreleri korumak
hem de daha sonra deneylerde kullanabilmek adina hiicreler kriyoprotektanlar kullanilarak

dondurulabilmektedir. Hiicrelerin dondurulmasi prosediiriinde asagidaki adimlar yapilmistir:

e Hiicrelerin inkiibe edildigi serumlu ortam, steril 15 ml’lik falkon tiiplerine eklendi ve
500 g’de 5 dk. santrifiij yapildi.

e Sanrifiijden sonra, siipernatant kismi uzaklastirildi ve hiicre pelleti lizerine 100 pL
DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve 900 uL FBS iceren kriyoprotektan soliisyonu eklenerek

hizlica ¢ozdiiriiliip kriyotiiplere alind.
e 1:9 oraninda DMSO:FBS i¢eren hiicreler -86°C'de saklandi.

3.8. PI3K inhibitérii (LY294002) Etken Maddesinin Hazirlanmasi

Molekiiler agirhigr 307,34 g/mol LY294002 (Selleckchem, Cat N0.S1105) maddesi, ana stok
konsantrasyonu 10 mM olacak bi¢cimde hassas terazide 5 mg tartilarak 1600 pl DMSO
(Dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢oziilmiistiir. PI3K inhibitdriinlin ana stok soliisyonu -20 °C'de
muhafaza edildi. Ara stoklar ise deney oOncesi hazirlik asamasinda uygun medyumlarla

seyreltilerek taze olarak hazirlandi.

Tablo 3: PI3K Inhibitdriiniin (LY294002) Ozellikleri

LY294002
Formiil 2-(4-Morfolinil)-8-fenil-4H-1-benzopiran-4-on
Molekiiler Formiil C19H17NO3
Molekiiler Agirhg: 307,34 g/mol
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Sekil 4: L'Y294002’nin Kimyasal Yapisi (Selleckchem, 2024)

3.9. Ponatinib’in Hazirlanmasi

Tez ¢alismamiz i¢in molekiiler agirligi 532.56 g/mol ponatinib (Selleckchem, Cat No. S1490)
etken maddesi Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan sagland.

Sekil 5: Ponatinibin Kimyasal Yapist (Selleckhem, 2024)
Tablo 4: Ponatinib’in 6zellikleri (Selleckchem, 2024)

Ponatinib

Formiil 3-(2-imidazo[1,2-b]piridazin-3-iletinil)-4-metil-N-[4
[(2,2,3,3,5,5,6,6-0ktadeuterio-4-metilpiperazin-1-il)metil]-3-
(triflorometil)fenil]benzamid

Molekiiler Formiil C2oH27F3NeO
Molekiiler Agirhgi 532.56 g/mol
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3.10. Hiicre Proliferasyon Deneyi

Sitotoksisite deneyini kurmadan 6nce optimum hiicre sayisinin bir 6n proliferasyon deneyi ile
bulunmasi, sitotoksisite deneyinin hiicre canliligindaki farkliliklar tespit etmek i¢in uygun bir
aralia sahip olmasm kolaylastirir. Ug tekrarli olacak sekilde 96°lik well plate proliferasyon
deneyi yapildi.

Deneyde K562 hiicre hatti, {i¢ tekrarl olarak ve her kuyuda 100 pL serumlu ortam bulunacak
sekilde, seri diliisyon yapilarak 96 kuyucuklu platelere ekildi. Hiicreler 24, 48, 72 saat boyunca
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, karanlik bir ortamda kuyucuklara
10 ul olacak sekilde CCK-8 soliisyonu eklendi. Deney siiresi tamamlandiginda, 450 nm dalga
boyunda ve 620 nm referans araliginda mikroplaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo)

araciligiyla absorbans degerleri analiz edildi.

Sekil 6: (Thermo Scientific) Multiskan FC Mikroplaka Okuyucu
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Tablo 5: Hiicre Proliferasyon Deneyi Plak Diizeni

100.000/100 pL hiicre
50.000/100 pL hiicre
25.000/100 pL hiicre
12.500/100 pL hiicre
6.250/100 pL hiicre

3.125/100 puL hiicre

1.562/100 pL hiicre
781/100 pL hiicre

100.000/100 pL hiicre

50.000/100 pL hiicre

25.000/100 pL hiicre

12.500/100 pL hiicre

6.250/100 pL hiicre

3.125/100 puL hiicre

1.562/100 pL hiicre
781/100 pL hiicre

3.11. CFSE Proliferasyon Deneyi

100.000/100 pL hiicre
50.000/100 pL hiicre
25.000/100 pL hiicre
12.500/100 pL hiicre
6.250/100 pL hiicre

3.125/100 pL hiicre

1.562/100 pL hiicre
781/100 pL hiicre

CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester), hiicre proliferasyonunu izlemek i¢in kullanilan

bir boyadir. Bu boya, hiicre zarindan kolayca gecebilen bir karboksifloresan siiksinimidil

esterdir. Hiicre i¢ine girdikten sonra floresan grubu, esteraz enzimlerinin etkisiyle asetatlarina

ayrilir ve bu siirecte floresan 151ma ortaya ¢ikar. Ancak bu ayrisma sonucunda, boyanin hiicre

zarindan gegme yetenegi kaybolur.

CFSE, hiicre igindeki proteinlerin amin gruplarina baglanabilir. Bu baglanma sayesinde, hiicre

boliindiik¢e CFSE boyasi da yavru hiicrelere aktarilir (Alan, 2019).

Deney protokolii asagidaki gibidir:

o Flasktaki hiicreler 50 mL’lik falkonlara aktarild: ve 130 g.’de 7 dk santrifiij edildi.

e Santrifiijiin ardindan silipernatant uzaklastirildi ve pellet 1X dPBS ile ¢ozdiiriildii.

Ardindan tekrar 130 g.’de 7 dk santrifiij yapildi.

e dPBS ile yikama islemi 1 kez daha tekrar edildi ve hiicreler sayildi.

e mL’de 10x10° hiicre olacak sekilde 1X dPBS ile hiicreler ¢ozdiiriildii ve CFSE boyasi

eklendi.
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e CFSE boyasi eklenen hiicre soliisyonu kuvvetlice vortekslendi ve 37 °C su banyosunda
15 dk inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra hiicre soliisyonunun iizerine 9 mL 1xdPBS daha eklendi ve iyice
homojenize edildi.

e Daha sonra 130 g.’de 7 dakika santrifiij yapildi ve santrifiijden sonra siipernatant
uzaklagtirildu.

e Hiicre pelleti, 10 mL %10 FBS igeren ortamla ¢ozdiiriildii ve tekrar 130 g.’de 7 dakika
santrifiij yapildi.

¢ Santrifiijden sonra %10 FBS iceren ortamla 6’lik well platelere kontrol ve deney grubu
olacak sekilde ekildi.

e Ekimden sonra 0,24,48 ve 72 saat boyunca BD Accuri C6 Flow cihazi ve cihaza ait

yazilim ile sonuglar elde edildi.

3.12. Sitotoksisite Deneyi (CCK-8)

Etken maddelerin KML hiicre hattinda neden oldugu sitotoksik etkilerini saptamak igin “Cell
Counting Kit 8 (CCK-8)” kullanildi. CCK-8 Kkiti, sitotoksisiteyi ve hiicre ¢ogalmasini

belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir deneydir.

Kitin caligma prensibi [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-
tetrazolyum, monosodyum tuzunun (WST-8) canli hiicrelerden gelen dehidrojenazlar
tarafindan suda ¢6ziiniir bir formazan boyasina indirgenmesine dayanir. WST-8'in formazan
boyasina indirgenmesi sar1 renkli boyanin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir. Bu renk degisiminin
yogunlugu mikroplaka okuyucuda, 450 nm dalga boyunda ve 650 nm referans araliginda tespit
edildi. XTT,MTS, MTT veya WST-1 gibi diger tetrazolyum tuzlarinin tespit hassasiyeti WST-
8'den daha diisiiktiir.

e Ug tekrarl ve 96’lik platelerin her birine kuyucuguna 50 ul ortam igerisinde

proliferasyon deneyinde belirlenen hiicre sayilar ekildi.

e Hiicrelere belirlenen dozlarda ilag uygulamalari yapildi.
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Tablo 6: Hiicrelere verilen etken maddelerin konsantrasyonlari

Ponatinib LY294002
1000 nM 100 uM
500 nM 50 uM
250 nM 25 uM
125 nM 12,5 uM
62,5 nM 6,25 uM
31,25 nM 3,125 uM
15,625 nM 1,562 uM

e Her bir inkiibasyon siiresi 24, 48 ve 72 saate tamamlandiginda kontrol grubu hari¢ her

bir kuyucuga karanlik ortamda 10 ul CCK-8 soliisyonu verildi.

e Deney siiresi tamamlandiginda plateler 450 nm dalga boyunda ve 620 nm referans
araliginda mikroplaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo) araciligiyla absorbans

degerleri olctildii.

o Etken maddelerin farkli dozlarda uygulanmasindan sonra elde edilen sonuglar,
CalcuSyn programi kullanilarak zaman ve doza bagli IC50 degerlerini hesaplamak i¢in
kullanildi.

e Belirlenen IC50 degerlerinin (1,2 ve Y% ,%, 3/2) belirli katlardaki oranlari, hiicrelere

etken maddelerin kombinasyon dozlar1 verildi.

e Etken maddelerin kombinasyon uygulamalarinin ardindan, sitotoksisite protokolil
uygulandi ve 24., 48. ve 72. saatlerde plaklara karanlik ortamda 10 pl CCK-8 soliisyonu
eklendi.
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e Multiscan mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri 6l¢iildii.

e Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak %sitotoksisite degerleri , %hiicre canlilig1

hesaplanda.

3.13. Apoptoz Deneyi (Annexin V-FITC)

Apoptoz, dokulardaki hiicre popiilasyonunu korumak ve homeostatik dengeyi saglamak igin
fizyolojik olarak meydana gelir. Apoptoz i¢in sinyal alan bir hiicrede birgok degisim meydana
gelir. Bu degisimlerin en belirgin olani, normal hiicrelerde hiicre membraninda i¢ yiizeyinde
bulunan fosfatidilserin molekiillerinin hiicre membraninin dis ylizeyine ¢ikmasidir. Bu
transloke siireci, membran biitiinliigiiniin normal kaldig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
sathalarinda gergeklesir. Bu safha, erken apoptoz olarak adlandirilir. Anneksin-V, hiicrenin dis
yiizeyine ¢ikan fosfatidilserine yiiksek affinitesi oldugundan dolayi, FITC (floresan
izotiyosiyanat) ile isaretlenebilir ve boylece apoptotik hiicre goriiniir hale gelmis olur. Apoptoz
ve diger hiicre 6liimii bi¢cimlerini incelemek i¢in akis sitometrisi siklikla kullanilir. Anneksin-
V ve FITC kompleksinin hiicre yiizeyine ¢ikan fosfatidilserine baglanma orani, akis sitometri
cihaz ile tespit edilebilmektedir. Apoptotik hiicreler gibi nekrotik hiicrelerde de Anneksin-V
baglanmas1 goriilebilir. Bu karisikligi onlemek icin ikinci bir boya i¢in propidyum iyodiir
eklenmektedir. PI, saglam bir plazma zarina sahip olan canli veya erken apoptotik hiicreleri

boyamaz (Rieger, 2011). Propidyum iyodiir kirmizi isima yaparken FITC yesil 1s1ma yapar.
Bu sekilde apoptotik ve nekrotik hiicreler floresan mikroskopla ayirt edilebilir.
Apoptotik hiicreleri incelemek i¢in kullanilan Anneksin V/PI protokoliine gore;

e Erken apoptotik — FITC Anneksin V pozitif, PI negatif

e Canl hiicreler — FITC Anneksin V negatif, PI negatif

e Geg apoptotik hiicreler — FITC Annexin V pozitif, PI pozitif

e Nekrotik Hiicreler — PI pozitiftir.

Ponatinib ve LY294002’nin K562 hiicre hatt1 iizerinde apoptotik etkilerini belirlemek i¢in
Annexin V-FITC metotu ile apoptoz deneyi yapildi. Tez calismamizda ponatinib ve
LY294002’nin K562 hiicrelerinde 48. saat 1C50 etkisi ve kombinasyon dozlar1 kullanilarak

hiicrelerin apoptoz seviyeleri belirlenmistir.

Annexin V-FITC protokoliine gore apoptoz asamasinda asagidaki adimlar izlenmistir;
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e Hiicreler adherent olmadigindan yikama islemi yapilmadan inkiibe edildigi ortam aseptik
kosullar altinda uzaklastirildi.

e Hiicreler toplanarak 15 ml’lik falkon tiiplerine alind1 ve 100 g’de 7 dakika santrifiij yapildi.

e Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 25x10* hiicre ve 2 ml ortam eklenerek
yerlestirildi.

 Kuyucuktaki total hacim 3 ml olacak sekilde etken maddeler 1’er ml hazirlanip hiicrelerin
tizerine eklendi.

« Hiicre ekim isleminden sonra etiivde 48 saat inkiibe edildi.

« Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda hiicreler 2000 rpm’de 5 dk santrifiije koyuldu.

e Hiicre pelletini bilesenlerden uzaklastirmak ig¢in 1 ml soguk PBS ile muamele edildi ve
santrifiije islemi tekrarlandi.

e Ardindan hiicreler 500 pl 1x Binding Buffer i¢inde siispansiyon haline getirildi.

« Hiicreler eppendorfa aktarildi ve 5 ul FITC Annexin V , 5 ul Propidium Iyodiir eklendi.
Isiksiz ortamda 15 dk inkiibe edildi.

« Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra karanlikta BD Accuri C6 Cflow v1.0.264.15

yazilimi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Proliferasyon Deneyi ile Uygun Hiicre Konsantrasyonunun Saptanmasi

K562 hiicre hattinin daha sonraki deneylerde kullanilacak i¢in en uygun hiicre
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla proliferasyon deneyi kuruldu. Deney plani, ilk
kuyucuga 1x10° hiicre ekilmesiyle basladi. Ilk kuyucuktan baslayarak ardisik diliisyonlar
yapild1 ve sonunda her bir kuyucukta 100 pL hiicre soliisyonu olacak sekilde 96 kuyucuklu
plaklara hiicreler eklendi. Ardindan, 96 kuyucuklu plaklar 96 saat boyunca inkiibatérde inkiibe
edildi.

96. saatte deney sonlandirildi ve kuyucuklara 10 uL CCK8 soliisyonu eklendi. Plaklar
Multiskan FC (Thermo) mikroplaka okuyucusunda shake yapildiktan sonra absorbans degerleri
Olciildii. K562 hiicre hatt1 i¢in kuyucuk basina uygun hiicre sayis1 25x10° olarak belirlendi.

4.2.1.Y294002 Ajamnin Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

LY294002’nin K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hattinda IC50 degerini belirlemek igin
CCKS8 yontemi kullanildi. 72 saat sonunda IC50 degeri bulundu. Hicbir etken madde ile
muamele edilmeyen hiicreler kontrol olarak degerlendirildi. K562 i¢in kuyucuk basina 25x10?
hiicre ekildi ve 3’11l tekrar olacak sekilde 100-1,56 uM diliisyon oranlarina maruz birakildi. 24.,
48., ve 72. saatlerdeki sitotoksisite degerleri CCK8 yontemi ile degerlendirildi.

Bu hiicre hattinin 48.saat i¢in IC50 dozu 45,88 uM belirlendi ve bundan sonraki yapilacak

deneyler i¢in bu doz uygulandi.

23



LY294002

100 * 8
¥ 24 saat
i 438 saat
ﬂé- |
:8, 75
° i
9
€
o
x -
= 50
2 |
E
)
> |
25
] @
[ |
0 T T T Ty T L L L | T L L LR | § L L | . L | T T T
10-65 106 10-55 105 1045 104 1035

Log (M)

Grafik1: K562 hiicreleri lizerindeki LY294002’nin doza ve zamana bagh canlilik grafigi

4.3. Ponatinib’in K562 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Sitotoksik EtKisi

K562 kronik miyeloid 16semi hiicre hatt i¢in 25x10° say1da hiicre tiglii tekrarlar olacak sekilde
belirtilen diliisyon oranlarina maruz birakildi. K562 hiicre hatti i¢in 48 saatlik IC50 degeri 108,6

uM saptandi ve sonraki deneylerde bu doz uygulandi.
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Grafik 2: K562 hiicreleri iizerindeki Ponatinib’in doza ve zamana bagli canlilik grafigi

4.4, Ponatinib ve LY294002 Etken Maddelerinin ve Ponatinib+LY294002
Kombinasyonunun K562 Hiicre Hatti Uzerinde Apoptotik Etkilerinin
Degerlendirilmesi

Sitotoksisite deneylerinden sonra apoptoz deneyi i¢in Annexin V-FITC yontemi kullanildi.
Etken madde uygulanmayan hiicre grubu kontrol grubu olarak dikkate alindi. Deney i¢in K562
hiicre hatt1 6’11k well platelere ekildi. Ponatinib i¢in 108,6 nM, LY294002 i¢in 45,88 uM IC50
degerleri ile tekli ve kombinasyon dozlar1 uygulanmistir. 48 saatlik siirenin ardindan toplanan

ornekler, BD Accuri akim sitometrisi cihaziyla analiz edilmistir.
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Grafik 3: K562 Hiicrelerinde Ponatinib ve LY294002 nin tekli ve kombinasyonunun apoptoz
grafigi

Apoptoz sonuglar1 incelendiginde, kontrol grubu olarak etken madde uygulanmayan grup
secildi. Bu grupta canlilik oran1 %83,3, apoptoz orani ise %16,2 olarak belirlendi. Yalnizca
Ponatinib uygulanan K562 hiicrelerinde canlilik oran1 %47,6; apoptoz orani ise %41,6 olarak
bulundu. LY294002 uygulanan K562 hiicrelerinde canlilik oran1 %82,4; apoptoz orant %17,3

olarak tespit edildi. Ponatinib+LY294002 kombinasyon uygulamasinda hiicre canlilik orani

%26,3; apoptoz orani ise %68,7 olarak bulundu.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda kombinasyon uygulamasinin, kontrol grubuna ve etken
maddelerin tek basina kullanimina kiyasla apoptozu daha fazla indiikledigi tespit edildi.Bu

sonuglar, kombinasyon uygulamasinin apoptozu artirmada tek basina uygulamalardan daha

etkiledigi oldugunu gostermektedir.
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Grafik 4: Deney gruplarinin kontrole gore apoptoz kat degisimi

Tablo 7 : K562 hiicre hattinda, kontrol ve deney gruplarinin apoptoz ve hayatta kalma oranlari

Apoptoz (Kat Degisim Oranlari)

Kontrol 1
Ponatinib 2,57
LY294002 1,05

Kombinasyon 4,24
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45. Ponatinib  ve LY294002 Etken Maddelerinin ve Ponatinib+LY294002

Kombinasyonunun K562 Hiicre Hatt1 Uzerinde Hiicre Proliferasyonu Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Deney 6’lik well platede yapildi. Birinci kuyucuk kontrol grubu, ikinci kuyucuk kolsisin,

tictincti kuyucuk ponatinib, dordiincii kuyucuk LY294002 ve besinci kuyucuk kombinasyon
olarak kabul edildi.

CFSE proliferasyon deneyinde kolsisin, hiicrelerin boliinmesini  durdurarak hiicre
proliferasyonunu inhibe etmek ve CFSE boyasinin hiicrelerdeki seyrelmesini engellemek igin
kullanildi. Bu, deneyde hiicre proliferasyonunu analiz etmek ve uygulamalarin hiicre bdliinmesi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in 6nem tasir. Kolsisin ile muamele edilen hiicreler,
yiksek CFSE fluoresan yogunlugu gosterir, bu da hiicrelerin boliinemedigini ve
proliferasyonun durdugunu gosterir. Bu sayede, hiicre proliferasyonunu inhibe eden diger

uygulamalarin etkinligi daha dogru bir sekilde dlgiilebilir ve karsilastirilabilir.
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Grafik 5: K562 hiicre hattinda CFSE etiketli Kolsisin ve Kontrol egrisi
a. Kolsisin (pembe) egrisi
b. Kontrol (turuncu) ve Kolsisin (pembe) egrisi

Kontrol grubu, turuncu egriyi temsil etmektedir. Kolsisin ise pembe egri olarak goriiliir.
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LY294002 (yesil egri) ayrica saga dogru kaymasiyla gosterilen ¢ogalmayr azaltir. Bu,

LY294002'nin hiicre boliinmesini engellemede etkili oldugunu gostermektedir.

CFSE proliferasyon deneyinde, en soldaki tepeler en yiiksek proliferasyon oranlarini gosterir.
Kontrol grubu (turuncu egri) en yiiksek proliferasyon oranini temsil eder. Kolsisin (pembe egri)

hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi icin en sagda yer alir. Kolsisin hiicre boliinmesini

durdurmak amaciyla kullanildig: i¢in kontrol grubu en soldadir.
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Grafik 6: K562 hiicre hattinda CFSE etiketli LY294002 ve Ponatinib egrisi
c. LY294002 (yesil) egrisi
d. Ponatinib (siyah ) egrisi
Kolsisin saga dogru kaymasiyla daha azalmis proliferasyonu gosterir. LY294002 (yesil egri)

aynt sekilde saga dogru kayarak 1Y294002, doza bagli olarak g¢ogalmanin azaldigini

gostermektedir. Ponatinib (siyah egri) dozuna bagh olarak proliferasyonun azaldigini gésteren

saga dogru bir kayma gosterir.
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Grafik 7: K562 hiicre hattinda CFSE etiketli Kombinasyon + Kontrol + Kolsisin egrisi

Kombinasyon tedavisi (mor egri) en uzak saga kaymaya sahiptir ve hiicre proliferasyonunda en
biiyiik azalmay1 gosterir. Bu, CFSE deneyinde kombinasyon uygulamasinin potansiyel bir
sinerjik etkiye sahip oldugunu ve hiicre bélinmesini engellemede onu tekli uygulamalardan

daha etkili oldugunu gosterir.
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5. Tartisma

KML, Ph kromozomu ve BCR-ABL fiizyon geninin varligi ile karakterize oldugundan bu
ozelligi onu diger 16semi tiirlerinden ayirir (Arora, Kaur, & Nand, 2022) (Kralj ve ark., 2013).

Tirozin kinaz inhibitorlerinin gelistirilmesi, KML nin tedavi stratejilerini iyi olglide iyilestirmis
ve BCR-ABL1 TKTI’lerini kanser arastirmalar1 ve tedavisi i¢in bir model haline getirmistir
(Kralj ve ark., 2013). TKI'lerin kullanima girmesi, 6liim oranlarinda azalma ve 8 yillik genel

sagkalim oraninin %89 olmasiyla sonug¢lanmistir (Rohrbacher & Hasford, 2018).

KML tedavisinde imatinib, dasatinib ve nilotinib gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin temelini
olusturmaktadir ancak ileri fazlarda TKI’lere kars1 olusan ilag direnci 6nemli bir zorluk olmaya
devam etmektedir bu yiizden alternatif yeni tedavi stratejilerinin arastirilmasina ihtiya¢ vardir
(Vivek K Singh & Coumar, 2019). Bu tez, bir PI3K inhibitoriiniin ve iigiincii nesil bir TKI olan
Ponatinib ile kombinasyonunun KML hiicre hatlar1 {izerindeki potansiyel antikanser etkilerini

arastirmay1 amaglamaktadir.

Ponatinib, kronik miyeloid 16semi tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ajandir.

Fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K) inhibit6rii olan LY294002 ise sentetik bir kimyasal bilesiktir.
Calismamizda kronik miyeloid 16semi hiicre hatlarindan K562 hiicre hatt1 kullanilmistir.

Yinghua Geng ve ark. 2021 yilinda gerceklestirdikleri bir ¢alismaya gore LY294002 ve
ABT199'un K562, HL60 ve KGla hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini CCK-8 testi
kullanarak degerlendirmislerdir. K562 hiicrelerinde LY294002'nin 48 saatte IC50 degeri 1.433
uM, ABT199'un IC50 degeri 22.498 nM olarak bulunmustur. Bu sebeple 48 saate takiben
LY?294002 i¢in <1,433 uM ve ABT199 i¢in <22,498 nM kombinasyonu 0l¢iitii olarak dikkate
alinmig ve 48 saatlik siire sonunda 18,222 nM ABT199 ve 0,97 uM LY294002 kombinasyonu,

K562 hiicrelerinde ila¢ kombinasyonunun optimal konsantrasyonu olarak kabul edilmistir.

K562 hiicrelerinde LY294002’nin ABT199 ile kombinasyonu, IC50 degerleri gdz Oniine
alindiginda hiicre canliligini azaltmada 6nemli bir etkinlik gosterir. Tek bagina kullanilan iki

etken maddenin kombinasyonu tek kullanima kiyasla apoptotik aktiviteye yol acar (Geng ve
ark., 2021).

ABT199’un daha diisiik IC50 degeri, daha giiclii bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gosterirken, LY294002 ile kombinasyonu, tedavi stratejilerinde sinerji yaratma potansiyeli

tasir.
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2022 yilinda HAO Yanmei ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada K562 hiicrelerinde LY294002
ve Matrin kombinasyonunun sitotoksik etkilerini CCK-8 kullanarak degerlendirmislerdir.
LY?294002, hiicrelere 10 umol/L konsantrasyonunda, matrin ise tekli uygulamasinda ve

LY294002 ile kombinasyonunda 0,4 g/L. konsantrasyonda uygulanmaistir.

Matrinin hem tek basmna hem de LY294002 ile kombinasyon halinde kullanimi K562
hiicrelerinin ¢ogalmasini zamana ve konsantrasyona bagl sekilde inhibe etmistir. Tekli matrin
muamelesi ile karsilastirildiginda, LY294002 ile kombine uygulamasinin hiicrelerde daha net

morfolojik degisikliklere yol agtig1 gozlenmistir (Hao ve ark., 2022).

2013 yilinda Marzieh Badinloo ve Saeed Esmacili-Mahani'nin yaptig1 bir ¢alismada {i¢ farkl
malign hiicre hatt1 kullanarak PI3K inhibitorii LY294002’nin sitotoksik etkileri incelenmistir.
Bu ¢alismada vinkristin, etopozid ve doksorubisinin L'Y294002 ile kombine tedavisi SK-OV-3
MDA-MB-468 ve A549 hiicre hatlarinda degerlendirilmistir. Etopozid, vinkristin ve
doksorubisinin sitotoksik aktiviteleri MTT testi ile belirlenmistir. Ardindan LY294002 nin bu
ajanlarla kombinasyon uygulamasinin etkileri degerlendirilmistir. (Badinloo & Esmaeili-

Mahani, 2014).

SK-OV-3 hiicre hattinda Vinkristin ile 10 pm dozunda LY294002 kullanilmas1 toksisiteyi
artirmistir. Doksorubisin 0.01, 0.1 ve 1 pg/mL dozlarinda hiicre biiytimesini %32, %51 ve %60
oraninda inhibe etmistir. LY294002 ile kombinasyonunda bu oranlar sirasiyla %45, %78 ve
%85'e yiikselmistir. Etoposid tekli uygulamasinda daha diisiik dozlarda (0,001 ve 0,01 png/mL)
etkisiz olmustur. Ancak LY294002 ile birlestirildiginde 0,1 ve 1 pg/mL'de etkileri
giiclendirmistir. MDA-MB-468 hiicre hattinda artan dozlarda (0.001, 0.01, 0.1 ve 1 pg/mL)
etoposid ile muamelesi hiicre biiyiimesini inhibisyon oranlarini sirasiyla %10, %22, %43 ve
%64’ten %13, %35, %71 ve %89'a ¢ikarmistir. Doksorubisinin MDA-MB-468'de LY 294002
ile kullanilmasi inhibisyon oranlarini sirastyla %18, %25, %52 ve %67'den %24, %39, %77 ve
%80'e artmustir. A549 hiicrelerinde 0.001, 0.001, 0.1 ve 1 pg/mL etoposidin tek basina
kullanimina kiyasla LY294002 ile kombinasyonu hiicre canliligini sirasiyla %9, 17, 47 ve
54’ten %22, 40, 81 ve 87’ye ¢ikarabilmistir. Yine A549 hiicrelerinde 10 um LY294002'nin 0,1
ve 1 pg/mL doksorubisininin birlikte kullanilmas1 inhibisyonu sirasiyla %53’ten %67’ye ve
%62°den %80°ne ylikseltmistir. A549 hiicrelerinde LY294002’nin yalnizca 1 um vinkristin ile
birlikte kullanildig1 zaman etkisi %76'dan %88'e yiikselmistir (Badinloo & Esmaeili-Mahani,
2014).
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Huicong Yang ve arkadaglarmmin 2017 yilinda yaymladigi bir ¢alismada PHI (fenilhekzil
izotiyosiyanat) ve PI3K inhibitorii LY294002 kullanarak AML hiicre hattt HL-60 hiicrelerinde
hiicre canliligt MTT deneyi ile degerlendirilmis, hiicre apoptozu akis sitometrisi araciligiyla
Olclilmiistiir. LY294002 ve PHI’1n hiicre apoptozu tizerindeki etkisi HL-60 hiicrelerinde tek
basina kullanilmalarina kiyasla her biri 20 pmol/l'de 72 saat siire ile kombinasyonu %52,7+4,51
apoptozise yol actig1 gbzlemlenmistir. Her iki etken maddenin HL-60 hiicrelerinde tek basina
kullanilmasi karsilastirildiginda L'Y294002 (%12,4+1,52) ve PHI (%15,4+3,48) kombinasyonu
daha yiiksek apoptozise yol agmistir. PHI, esdeger konsantrasyonlarda apoptozu indiiklemede
LY294002'den daha giiclii goriinmektedir. Bu ¢alismanin sonuglari, LY294002 ve PHI’1n HL-
60 hiicrelerinde hiicre canliligini inhibe edebildigini ve hiicre apoptozunu indiikleyebildigini

saptamustir (Yang ve ark., 2017).

Calismamizda ise kontrol grubunda canlilik %83,3 ve apoptoz orani %16,2 bulunmustu.

K562 hiicrelerinde 45,88 puM'deki LY294002 %82,4 canliik ve %]17,3 apoptozisle
sonuglanmakta olup, 108.66 nM ponatinib ile birlikte hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azaltir

(%26) ve yliksek oranda apoptozise neden olur (%68), bu da giiclii bir etkinlik gosterir.

K562 hiicreleri i¢in, LY294002'nin ponatinib ile birlestirilmesi, ponatinibin gii¢lii apoptotik
etkisinden ve LY294002'nin PI3K yolagi inhibisyonundan yararlanilarak terapotik etkinligi

artirdigini diistinmekteyiz.

2009 yilinda Qing Wu ve meslektaslarinin yaymladigi c¢alismada K562 hiicrelerinde
Wortmanninin farkli konsantrasyonlarda (3.125-100 nmol/L) 72 saat siireyle muamelesi ile
hiicre canliligint degerlendirmek icin MTT testi kullanilmistir. K562 hiicrelerinin
proliferasyonunu zaman ve doza bagiml bir sekilde wortmannin tarafindan inhibe edilmistir.
24 saatlik IC50 degeri 25 nmol/L iken, 48 saatlik siirede 12.5 nmol/L ve 72 saatlik siirede 6.25
nmol/L olarak bulunmustur. Bu, hiicrelerin daha uzun siire wortmannin ile maruz kaldikca
proliferasyonlarinin daha etkili bir sekilde inhibe edildigini gostermektedir (Wu, Chen, Cui, &
Cheng, 2009).

Wortmannin'in diisitk IC50 degerleri, onun gii¢lii bir sitotoksik etkisi oldugunu ve diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. LY294002, ABT199 ve Matrin
gibi diger maddelerle karsilastirildiginda, wortmanninin daha diisiik dozlarda etkili oldugu

goriilmektedir.
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Tez ¢alismamizda LY294002'nin daha uzun bir siire boyunca ve ¢ok daha yiiksek bir dozda
etkili olmasi, onun hiicre proliferasyonunu inhibe etme ve apoptozu indiikleme yeteneginin
wortmannin'e gore daha yavas oldugunu ve ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlar gerektirdigini

diistindiirmektedir.

LY294002’nin IC50 degeri K562 hiicrelerinde Damiano ve meslektaslar tarafindan yapilan
caligmada 24 saatte 1,9 pM (Ciarcia ve ark., 2013), Jorgensen ve arkadaslarnin yaptigi
calismada ise 72. Saatte 25 uM saptanmistir (Jorgensen ve ark., 2005).

Farkli bir ¢alismada, Chen ve ekibi idelalisibin, K562 hiicrelerinin ¢ogalmasini konsantrasyona
bagli olarak durdurdugunu ve 48. saatte IC50 degerinin 71,4 uM oldugunu tespit etmistir. (Chen
ve ark., 2016).

Gicli bir pan-sinif I PI3K inhibitorii olan ZSTK474°{in 48. Saatte K562 hiicrelerinde 1C50
degeri 4,69 uM olarak belirlenmistir (Zhou ve ark., 2016).

ZSTK474, K562 hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu inhibe etme agisindan LY294002'ye
gore ¢ok daha giiclii ve etkili bir inhibitordiir. ZSTK474'%n IC50 degeri 4,69 umol/L iken,
LY294002'ninki 45,88 pmol/L'dir.

Yapilan c¢aligmalarla karsilastirildiginda, tez calismamizda LY294002'nin IC50 degerleri,
onceki c¢alismalara kiyasla oldukca yiiksektir. K562 hiicrelerinde PI3K inhibitorii
LY294002°nin IC50 dozlari, 24. saatte 47,55 uM, 48. saatte 45,88 uM olarak belirlenmistir. Bu
durum, hiicre hatt1 farkliliklari, deneysel kosullar veya kullanilan etken maddelerin safligi gibi
cesitli faktdrlerden kaynaklanabilir. Ponatinibin K562 hiicrelerinde 24. Saatte 306,4 nM, 48.
Saatte IC50 108,6 nM olarak belirlenmistir.

LY294002'nin daha yiiksek IC50 degerleri, bu inhibitoriin K562 hiicrelerinde daha az etkili
oldugunu, buna karsin ZSTK474 ve ponatinibin daha diisiilk IC50 degerleri ile daha giiclii

inhibitorler oldugunu gostermektedir.
Cesitli tirozin kinaz inhibitorlerinin K562 hiicreleri tizerindeki etkileri farklilik arz etmektedir.

Okabe ve ekibinin K562 hiicreleri lizerinde gerceklestirdikleri arastirmalarda, 500 nM imatinib
kullanimiyla %80, 1 nM ponatinib kullanimiyla ise %78 oraninda biiyiime inhibisyonu tespit

edilmistir (Okabe, Tauchi, Tanaka, Sakuta, & Ohyashiki, 2016).

Calismamizda, kontrol grubunda canlilik oram1 %83,3, apoptoz orami ise %16,2 olarak

belirlenmistir. K562 hiicrelerine 108,6 nM ponatinib uygulandiginda apoptoz oran1 %41,6,
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canlilik oran1 ise %47,6 olarak bulunmustur. 45,88 uM LY?294002 tekli uygulamasi ise K562

hiicrelerinde %82,4 canlilik ve %17,3 apoptoz orani saglamistir.

Calismada, kontrol grubuna kiyasla hem ponatinib hem de LY294002'nin tekli uygulamalarinin
ve Ozellikle bu iki maddenin kombinasyonunun K562 hiicrelerinde apoptoz oranini artirdigi

gbzlemlenmistir.

Bu sonuglar, ponatinibin K562 hiicrelerinde apoptozu 6nemli dl¢lide artirma potansiyelini
gosterirken, LY294002'nin etkisinin daha sinirli oldugunu ancak kombinasyon halinde etkisinin

onemli derecede arttigini ortaya koymaktadir.

Ayrica CFSE proliferasyon deneyinde ponatinib ve LY294002 etken maddesinin hiicre
proliferasyonun inhibe edilmesinde anlamli bir etkiye sebep oldugunu; kombinasyon
uygulamasinin ise hiicre proliferasyonunda en onemli azalmayi gosterdigi ve bunun da
LY294002 ile ponatinib arasinda CFSE deneyinde sinerjik bir etki yarattigini

distindiirmektedir.

Dolayisiyla, ponatinib ve LY294002 kombinasyonu, K562 hiicrelerinde apoptozu artirmak i¢in
sinerjik bir etkiye sahip olabilir ve bu da tedavi stratejilerinde dikkate alinmasi1 gereken bir
bulgudur. Bu kombinasyon tedavisi, Ozellikle daha direngli kanser hiicrelerinin yok

edilmesinde potansiyel bir yaklasim olarak degerlendirilebilir.
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6. Sonuc ve Oneriler

Ponatinib ve LY294002 kemoterapdtik ajaninin K562 kronik miyeloid hiicre hattinda
antikanser etkileri arastirillmistir. Deneyler, 24., 48. ve 72. saatlerde yapilmis olup, en diisiik
IC50 dozu 48. saatte belirlenmistir. Tez calismamizda K562 hiicre hattinda LY294002’nin IC50
degeri 48. saatte 45,88 uM olarak saptanmustir. Ponatinib igin IC50 degeri 108,6 nM olarak
belirlenmistir. Apoptoz deneyinde etken maddelerin IC50 degerleri ve kombinasyonu
uygulanmustir. LY294002 ve ponatinib, CFSE deneyinde; kombinasyon, kontrole gore ve tekli
etken madde uygulamasi ile kiyaslandiginda proliferasyon hizini azaltmis gostermektedir.
Apoptozda da; kombinasyon, kontrole gore ve tekli etken madde uygulamasina kiyasla K562
hiicre hattinda apoptozu indiiklemistir.

Elde ettigimiz sonuglarin ileride yapilacak olan ¢alismalara BCR-ABLI tirozin kinazini inhibe
etmeye yonelik hedefli yaklasimlara katki ve devam eden arastirmalara 6n veri saglayacagi
diistiniilmektedir.

Tezimizin sonuglari, ponatinib ve LY294002'nin hem tek hem de kombinasyon halinde
etkinligi hakkinda 6nemli veriler saglayarak in vitro ¢aligmalar i¢in énemlidir. Bu sonuglar,

daha etkili ve ¢ok hedefli kanser tedavileri gelistirmek i¢in temel saglayacaktir.
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En son olarak kendime bile giivenmedigim zamanlarda bile asla bana inanmaktan vazgegmeyen
ve sevgisi, giiveni, destegi ile diinyanin en iyi esine sahip oldugum i¢in Mert Musa YURT’a

Sonsuz tesekkiirler. ..

[zmir, 19.02.2025 Cagla YURT
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9. Ozgecmis

Lisans egitimini 2016-2020 yillarinda Trakya Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
boliimiinde tamamladi. Yiiksek lisans egitimini 2022-2024 yillarinda Ege Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda siirdiirdii.

Ileri seviyede Ingilizce, baslangic seviyesinde Hollandaca bilmektedir.
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