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OZET

Dasatinib ile muamele edilen K562 hiicre serisinde, Dasatinib’in, PP2A
katalitik ve regulatuvar alt birimlerinde, enzim aktivitesine ve protein

ekspresyonu uzerine etkisinin degerlendirilmesi

Kronik miyeloid 16semi (KML), kemik iliginde beyaz kan hucrelerinde
baglayan bir kanser tipi olup, hastalarin neredeyse tamaminda saptanan
BCR/ABL translokasyonuna bagh artmig tirozin kinaz aktivitesiyle
karakterizedir. Translokasyon sonucu yeni kimerik gen olugsumuna bagli
aktivasyona neden oldugu bilinen ilk yeniden dizenlenme Philadelphia (Ph)
kromozomudur. 9 ve 22 numarali kromozomlar arasindaki translokasyon
sonrasinda meydana gelir. 9934 bdlgesine yerlesmis olan ABL1 geninin 5
kismina yakin bir bolgeden kirilmasi sonrasinda 3’ tarafinda kalan parganin,
22011 BCR geninin 3’ kismina yakin bir bélgeden kirilmasi ve kirilan bu
bdlgeye flzyonu sonrasinda ortaya c¢ikar. Fizyon sonrasinda ortaya cikan
yeni kimerik gen, artmig tirozin kinaz aktivitesine ve anormal hucre
lokalizasyonuna sahip bir ABL1 proteininin Uretilmesine neden olur. Bu
yeniden duzenlemeyle olusan BCR-ABL1 kinaz aktivitesini inhibe etmek igin

hastalar Tirozin Kinaz inhibitérleri (TKI) ile tedavi edilmektedir.

Bu amacla, Dasatinib BCR-ABL1’i inhibe etmek igin uygulanan ikinci-
nesil bir tirozin kinaz inhibitériidiir. KML’de imatinib direncli ya da tolere
olmayan hastalarin tedavisinde kullanilan guvenli ve etkili bir inhibitordur.
Dasatinib, I6semide hicrelerin blyume ve bolinmesiyle ilgili sinyalleri inhibe
eder ve sonug olarak sinyallerin bloklanmasi hicrenin éliumayle sonuglanir.
Dasatinib, birinci-nesil TKI olan imatinibden 325 kat daha etkili olsa da KML
hastalarinin %20’si genel olarak ila¢g tedavisine yanit vermemektedir. Bu
durum, tedavide etkin olabilecek alternatif ilaglarin guindeme gelmesini ve
olasi diren¢ mekanizmalarinin aydinlatiimasini gerektirmektedir. BCR-ABL1-
indUkli KML’de genomik ya da fonksiyonel degisime ugramis bircok hlicresel
olayda fonksiyon goéren protein fosfotaz 2A (PP2A) gibi yapilarin incelenmesi
bu sorulara yanitlardan biri olabilir. Protein fosfotazlar, hlicrede fosforilasyon-

defosforilasyon dengesinin saglanmasi agisindan son derece Onemlidir.



oy

Yapilan calismalarda KML'de (PP2A) aktivitesinin degistigi saptanmistir.
PP2A, hlcresel homeostazi saglayan en 6nemli serin-treonin fosfotazdir.
PP2A, 65kDa yapisal A alt birim ve 36 kDa katalitik C altbirim ve duzenleyici
B alt birimden olusur. Yapilan birgok c¢alisma sonucu, hematolojik
malignansilerde PP2A ekspresyonunun ve/veya fonksiyonunun inhibe oldugu

ortaya koyulmustur.

Bu calismada amacimiz, dasatinib ile muamele edilen K562 kronik
myleoid l6semi hicre serisinde, PP2A enzim aktivitesi ve alt birimlerinin
protein dlzeyinde ekspresyon degisimini saptamaktir. Bu amag ile
dasatinibin KML'ye model olusturan K562 hticre serisindeki sitotoksik etkisi
WST-1 testi ile, apoptotik etkisi Annexin V ve Apo Direct Tunnel metodu ve
sitostatik etkisi ise Hlcre DOngusu Analizi ile degerlendirilmistir. PP2A’nin
apoptoz ve hucresel sagkalim Uzerindeki etkisini belirlemek igin PP2A
inhibitéri olan Okadaik asit (OA) ile calisiimistir. Dasatinib ile muamele
edilen K562 hicre serisindeki degisen PP2A'nin  enzim aktivitesi
serin/treonin fosfataz analiz kiti, PP2A’nin alt birimlerindeki protein ifade

duzeyleri ise Western Blot analizi ile degerlendirilmistir.

Dasatinibin, K562 hicre serisindeki sitotoksik etksi 4,6 Nm olarak
belirlenmistir. OA’'nin PP2A’y1 baskilanmasindan dolayr apoptozda artis
belirlenmistir. inhibitérler nedeniyle baskilanan PP2A’dan dolayi hiicre
dongusu tutuklanmasinda da degisiklikler kaydedilmistir. Dasatinib ile
muamele edilen hiicrelerin PP2A enzim aktivitesi 72.saatte kontrole kiyasla
azalmigtir. Western Blot analizi ile dasatinibin PP2A C alt birimin protein

seviyesinin kontrole kiyasla azaldigi bulunmustur.

Sonug olarak, dasatinibin hiicre homeostazinda rol oynayan PP2A’'nin
enzim seviyesini ve protein seviyesinde degisime neden oldugu belirlenmigtir.
Boylece PP2A inhibitorlerinin KML tedavisinde terapotik hedef olarak katki

saglayabilecegini dUsunmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: KML; PP2A; Dasatinib



ABSTRACT

The evaluation of the effects of Dasatinib on protein expression and the
enzymatic activity of PP2A catalytic and regulatory subunits that are
Dasatinib-treated K652 cell line.

Chronic myeloid leukemia (CML), a group of cancer that usually begins
in white blood cells and observed in almost all patients belonging this group,
is characterized by the increased tyrosine kinase activity depends on
BCR/ABL translocation. Resulting in translocation, that is known to cause
activation depending on new chimeric gene formation is anew rearrengment
Philadelphia (Ph) chromosome. This anew rearrengment occurs after

translocation which is between chromosome 9 and 22.

This chromosome has small acrocentric structure that is observed in
90% of chronic myeloid leukemia (CML) patients. It occurs after breaking
from nearby the 5' region of the ABL1 gene in 9934 region, by the break of
the remaining part on the side 3' from nearby 3' region of 22q11 BCR gene
and their fusion into this region. New chimeric gene, emerged after fusion,
causes increased tyrosie kinase activity and production of ABL1 protein
having abnormal cell localization. The patients have being generally treated
using tyrosine kinase inhibitors (TKIs) to inhibit this BCR-ABL1 kinnase
activity, occured by rearrangement. For this purpose, dasatinib is the second-
generation tyrosine kinase inhibitor that is used for inhibition of Bcr-Abll. In
CML, it has been using to treat patients with Imatinib-resistant or intolerant
CML-AP and it is so effective and safety. Dasatinib shows its effect in
leukemia by inhibiting signals related to cell growth and splitting and
eventually cell die as a result of blocking signals. Although dasatinib is 325
fold more effective than that of imatinib that is first-generation tyrosine kinase
inhibitor, 20% of CMLpatients generally dont respond to treatment with
certain drugs. Therefore, alternative drugs should be used and the resistant

mechanism should be enlightened.

This problem may occur in CML that was induced by BCR-ABL1. This
case, in BCR-ABL1-induced KML, one of responses to these questions can



be provided by the investigations of structures such as protein phosphatase
2A (PP2A) changed genetically or functionally that functions as tumor
suppressor in some cancers patients with imatinib-resistant or -intolerant
CML-AP

Protein phosphatases have major role in maintenance phosphorylation-
dephosphorylation balance in cell. Studies related to KML have shown that
the activity of PP2A is changed. PP2A is the most important serine/threonine
phosphatase ensuring cellular homeostasis. PP2A consist of 65 kDa A, 36
kDa C subunit and regulatory B subunit. Most studies have shown that PP2A

expression/or function in hematological malignancies is inhibited.

In our study, we aimed to evaluate PP2A enzyme activity in dasatinib
treated K562 chronic myleoid leukemia cell line and the expression changes
in protein levels. The cytotoxic effects of dasatinib on K562 cell line, were
evaluated by WST-1 analysis. Apoptotic situation was determined by using
Annexin V and Apo Direct Tunnel assays and cycletest plus DNA Reagent
Kit was used to determine cytoctatic effcets of PP2A. We also used okadaic
acidas PP2A inhibitor to assesed major role of PP2A in apoptosis. To
analyse the changes of PP2A enyzme and protein levels we used

serine/theroninephosphatase assay and western blot analysis, respectively.

For this aim, the effect of dasatinib on KML and the cytotoxic effect of
dasatinib on K562 cell line, forming the model, were evaluated by WST-1
test, apoptotic effect by Annexin V and Apo Direct Tunnel method, and
stochastic effect by cell cycle analysis. Okadaic acid, an inhibitor of PP2A,
was studied to be able to determine the effect of PP2A on apoptosis and
cellular survival. Enzyme activity of the PP2A, changing in K562 cell line,
treated by dasatinib and protein levels in subunits of the PP2A were
evaluated using serine/threonine phosphatase analysis kit and Western Blot

analysis, respectively.

The cytotoxic effect of dasatinib in K562 cell line was found to be 4,6
nM at 48" hour. The increase in apoptosis owing to the repression of PP2A
by OA was detected. The changes in cell cycle-arresting owing to the

repressed PP2A by inhibitors were also detected. The PP2A enzyme activity

A\



of cells, treated by dasatinib, increased compared to that of the control,
depending on the time. It was found that protein level belonging to the PP2A

C catalytic subunit of dasatinib decreased compared to that of the control.

Consequently, treatment with okadaic acid revealed the increase in
apoptosis and cell cycle-arresting at G2/M transition owing to the PP2A
suppressing. Phosphatase activity of PP2A decreased at 72" hours. When
treated with dasatinib. Protein level of catalytic subunit of PP2A slightly
decreased. It is also found that the PP2A having a role in cell homeostasis
of dasatinibin gave rise to the change in enzyme and protein levels. Thus,
we could say that targeting PP2A inhibitors may be promosing therapeutic
aim to treat CML.
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BOLUM I

1.1GIRIS

Kronik miyeloid I6semi (KML),populasyonda 100.000'de bir insani
etkileyen ve gelismis Ulkelerde I6semilerin %15’ini olusturan bir hastaliktir.
Kronik miyeloid lésemi 9. ve 22. kromozomlar arasinda resiprokal
translokasyonla karakterize edilen klonal hematopoetik kok hucre
hastaligidir. Anormal 22. kromozom ilk olarak ABD’de Philadelphia’da
g6zlenmistir. Bu nedenle genel terminoloji Philadelphia (Ph) kromozomudur.
9 ile 22. kromozomlar arasindaki translokasyon, 9.kromozom Uzerindeki Abl1
geni (bolge q34) ile 22.kromozom uzerindeki BCR (breakpoint cluster region)
(bolge q11) arasindaki parca degisimi ile bcr-abl fizyon geniyle sonuglanir.
Bu fizyon gen BCR-ABL1 mRNA ya transkribe edilir ve Bcr-Abll proteinine
donusir. Bcr-Abll, onkoproteini bir tirozin kinazdir ve KML’de hicre

proliferasyonu ve sagkalimiyla ilgili sinyalleri aktive eder.

imatinib gibi tirozin kinaz inhibitérleri KML'de énemli basari sagdlasa da
aktif kinaz bodlgesinde olusan mutasyon ya da ilag direnciyle sonuglanan
kromozomal/molekuler anomaliler hastanin tedavi durumunu degistirmistir ve
yeni stratejilerin gerekliligini ortaya koymustur. Dasatinib, imatinib direcli
hastalara alternatif olarak kullaniimaktadir. Dasatinib, BCR-ABL proteinini
hedefleyen ikinci-nesil tirozin kinaz inhibitéridir. Dasatinib, T3151 mutasyonu
hari¢ imatinib direnci olan BCR-ABL mutant hicre hatlarinda ve yabanil tipin
kinaz aktivitesini ve proliferasyonunu inhibe etmektedir (38). Hucrede kinaz
aktivitesinin tersine fonksiyon goéren, sinyal iletimininde 6nemli roli olan
PP2A’'nin tedaviye yonelik bir strateji olarak degerlendiriimesi son derece

anlamhidir.

Protein serin/treonin fosfotaz 2A en o6nemli hucresel serin-treonin
fosfotazdir ve protein kinazlar tarafindan baslatilan sinyal yolaklarinin negatif
regllasyonu ile hicre homeostazinin regulasyonuyla ilgilidir. Proliferasyon,
sagkalim, hicre donglsu ve apoptoz regulatori olarak birgok 6nemli
hicresel olayla iligkilidir. PP2A, 65kDa yapisal A alt birim ve 36 kDa katalitik
C altbirimden olusur. Bu A ve C alt birimleri siklikla regllatér B alt birimiyle
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iligkilidir. PP2A kompleks bir yapiya sahiptir. Hucrelerde tersinir fosforilasyon-
defosforilasyon dengesi hicre icin son derece onemlidir. TUmor supresor
roliyle tutarli olarak, PP2A, AKT defosforilasyonuyla PI3K/AKT yolaginin
negatif kontrolli Uzerinden pro-apoptotik aktiviteye sahiptir. Bdylece anti-
apoptotik Bcl-2’yi inaktive ederken BAD ve BIM gibi pro-apoptotik faktorleri
aktive eder. PP2A-bagimli AKT inaktivasyonu ve BAD defosforilasyonu,
PP2A’nin aktivasyonu ve mitokondriyal membrana baglanip Bcl-2'yi inhibe
etmesiyle sonuclanir. Ustelik, endoplazmik retikulum stresi slresinde
apoptozu indukler. Ayrica, Bcl-2'nin Ser70’ini defosforile ederek Bcl-2-p53
etkilesimini arttinr ve Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonunu inhibe eder.
Bircok hematolojik malignanside baskilanmis olan PP2A’'nin, Ber-Abl yeniden

dizenlemesine neden olan KML’de de baskilandigi ortaya konmustur.

Calismamizda, dasatinibin K562 hicre serisi Uzerindeki sitotoksik etkisi
ve PP2A inhbiitéri okadaik asitin apoptotik ve hiicre dongusu arestine etkileri
incelenecektir. KML’de degisime ugramis PP2A’'nin dasatinib ile muamelesi
sonucu enzim aktivesi ve protein ekspresyonu Uzerindeki degisimi

incelenecektir.

1.2 GENEL BILGILER

1.2.1 Kanser

Kanser, vucudun bir bélumunde kontrolsuz hucre buylumesiyle baslar.
Kanser hucreleri normal hucre buyumesinden farkli olup, anormal hacreleri
olusturmaktadirlar. Kanser hucreleri diger dokulara yayilabilirler. Kontrolstiz
olarak buyume ve diger dokulara yayilma yetenegi bir hucreyi kanser hucresi
yapan Ozelliklerdir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde her yil bir milyondan fazla
Kisi kansere yakalanmaktadir(1). 2012’de dinyada 14.1 milyon yeni kanser
vakasinin oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin 7.4 milyonu (%53) erkek, 6.7
milyonu (%47) kadinlarda rastlanmaktadir (2). 2014’te Amerika Birlesik
Devletlerinde 1.665.540 yeni kanser vakasinin oldugu tahmin edilmigtir ve

0lum nedenlerinin en sik ikinci nedeni olarak gosteriimektedir.

Kanser tek bir hiucreden ortaya c¢ikmaktadir. Normal hucreden

transformasyonla ¢ok basamakli bir suregle timor hicresine doénusir. Bu
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degisim kiginin genetik faktorleri ve fiziksel, biyolojik ve kimyasal etkilesiminin
sonucudur (3).

Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri:

e Normal hicrelerin aksine, kanser hucreleri surekli buylyip kontrolstizce
bolindrler. Bunun sonucunda, orjinal kanser hicresinin milyarlarca
kopyasiyla timor olugturmaktadirlar.

e Diger hucrelerden gelen sinyalleri gormezden gelirler. Normal hucreler
kimyasal sinyallere uyarken kanser hucreleri bu sinyalleri hUkumsuz kilar.

e Birbirlerine tutunmazlar. Kanser hucreleri hucre yuzey reseptorlerini
kaybedebilirler ve bagimsiz hale gelebilirler.

e Kanser hicreleri 6zellesmezler. Saglikl hiicrelerin aksine kanser hicreleri
olgunlagmaya devam etmezler ve 6zellesmezler.

o Kendilerini tamir etmezler ve apoptozdan kacarlar.

e Mikroskop altinda incelendiginde normal hucrelere gore farkh gorunurler.

Farkl buyuklUklerde olurlar ve bazilari normalden daha buyukturler (2).

1.2.1.1 Losemi

Kan hacreleri pluripotent hematopoetik kdk hucrelerden koken alip
hematopoez olarak adlandirilan sure¢ igerisinde g¢ogalan olgun lenfosit,
granudlosit, monosit, megakaryosit, trombosit ve eritrosit gibi periferal kan

hicrelerine farklilagsmaktadir (Sekil 1).

Ldsemi, birkag tipi olan kan-sekillendirici hidcrelerin neden oldugu,
kompleks bir hastaliktir. Kemik iliginde, olgunlasmis ya da olgunlasmamis
hlcrelerin kontrolsiz sekilde ¢cogalmasiyla ortaya ¢ikar. Hucrenin tipine gore
lenfositik ya da miyeloid olarak ve hastaligin tipine gore akut ve kronik olarak
siniflandirilir (4,5,6).

Akut miyeloid l16semi (AML), ayni zamanda akut miyelojenik I6semi,
akut miyeblastik 16semi, akut grandlositik I6semi ya da akut nonlenfositik

I6semi olarak da bilinir. Kemik iligi ve kanin hizli-gelisen kanser tipidir.



Akut lenfositik 16semi (ALL), ayrica akut lenfoblastik |I6semi ve akut
lenfoid I6semi olarak da bilinir. Anormal beyaz kan hucrelerinin kemik iliginde

birikmesiyle sonuglanir.

Kronik miyelojen6z |6semi olarak da bilinen kronik miyeloid [6semi
(KML), kan ve kemik iligini etkileyen kanserdir. Kemik iliginin kan-gekillendirici

hicrelerinde baglar zamanla kana yayilir.

Kronik lenfosittik 16semi (KLL) tipik olarak yavas-gelisen kanser tipidir,

kemik iliginde lenfositlerde baslar ve kana yayilir (7).

o g

Myeboid kok hicre Lenfosd bak hacre
X
w @
\
Ly eobiost Lertodiast

Sekil 1: Hematopoetik streg¢.Tum kan hucreleri kemik iliginde bulunan s

1.2.1.1.1 Akut Lenfoid Losemi (ALL)

Cocuklardaki en yaygin [6semi tipidir. ALL bazen gocukluk I6semisi diye
de adlandinimaktadir. ALL genellikle iki ile sekiz yas arasi gocuklar
etkilemektedir. Erkeklerde, ALL’ye kizlardan daha sik rastlanmaktadir. ALL
ayni zamanda 65 yas ve Ustu yetigkinleri de etkiler. ALL hizl ilerler, saglikli
hicrelerin yerini alir. Losemi hicreleri kan akimiyla beyin, karaciger, lenf bezi

ve testisler gibi diger organ ve dokulara tasinirlar. Orada blyumeye ve
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bolinmeye devam ederler. Losemi hicrelerinin buydyup, bolinup, yayllmasi

olas| semptomlara neden olur.

T ve B lenfosit yolaginda farklilasacak olan kan progenitor
hucrelerindeki cesitli genetik mutasyonlar sonucu meydana gelir. Bu
mutasyonlar hudcrenin sinirsiz ¢ogalma yetenedi kazanmalarina neden
olurlar. T- veya B- lenfosit klonlari kemik iliginde birikirler ve normal

hematopoez baskilanir (6,8).

1.2.1.1.2. Akut Miyeloid Losemi (AML)

Hem cocuklar hem de yetiskinlerde gérilebilen 16semi tipidir. insanlar
herhangi bir yasta AML’ye yakalanabilirler. AML ayni zamanda akut

nonlenfositik I6semi ya da ANLL olarak da adlandirilir.

Hastalik, gelisimlerinin erken safhasinda duraklayan lenfoid &ncil
hlcrelerinin agirt ¢gogalmasiyla karakterizedir. Kemik iliginde ¢ogalip normal
hematopoetik hucrelerin yerini alarak normal kan hucrelerinin yapiimasina
engel olmaktadirlar. Genellikle spesifik kromozomal translokasyonlarindan ve
anormal gen ekspresyonundan dolayr meydana gelmektedir. t(9;22), t(4;11),
t(1;19), t1(12;21) gibi translokasyonlar hastalikla iligskilendirilmektedir (7,9).

1.2.1.1.3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Kronik lenfositik I0semi (KLL), bati dinyasinin en yaygin 16semi tipidir.
KLL farkh sekillerde ortaya cikabilir. B-hlcreli 16semi, I6seminin en sik
gorulen tipidir ve erkeklerde daha ¢ogunlukta rastlanir ve hastalar genelde 45
yas Ustu kisilerdir (10,11).

KLL hastalarinin gogu asemptomik olsa da, bazilarinda lenfadenopati,
dalak buylimesi ve sitopeni gibi semptom ve sikayetler gorulir. KLL genomik
aberasyonla iligkilidir. 13q14°Un delesyonu, Trizomi 12, ATM genindeki 11923
delesyonu ve p53 tumor slpresor genindeki 17p13 delesyon ya da

mutasyonu KLL'ye sebep olan baslica genetik anamolilerdir (11).



1.2.1.1.4 Kronik Miyeloid Losemi (KML)

Kronik miyeloid |6semi, Amerika Birlesik Devletlerinde [6semi
vakalarinin yaklasik %12’sini, dinya ¢apinda da butin I6semi vakalarinin
%7-20 sini olusturur. KML'nin dlnya ¢apindaki insidansi 1.0-1.5 / 100.000
nafus / yil seklindedir (12). KML’nin yas ortalamasi 45-55'dir; hastalarin %20-
30’u 60 yas ustundedir (13).

Kronik miyeloid losemi, 9. ve 22. kromozomlar arasinda resiprokal
translokasyonla karakterize edilen klonal hematopoetik kok hucre
hastaligidir. Anormal 22.kromozom ilk defa Amerika Birlesik Devletleri,
Philedelphia’da goézlenmistir bu nedenle genel terminoloji Philedelphia (Ph)
kromozomudur. 9934 bodlgesine yerlesmis olan ABL1 geninin 5 kismina
yakin bir bolgeden kirllmasi sonrasinda 3’ tarafinda kalan parganin, 22q11
BCR geninin 3’ kismina yakin bir boélgeden kirilmasi ve kirillan bu bodlgeye
flzyonu sonrasinda ortaya cikar. t(9;22), BCR-ABL1 flzyon geninin
olusmasina neden olur. Bu flizyon gen BCR-ABL1 mRNA’ya transkribe olur

ve Bcr-Abl1 proteinine donasur (Sekil 2).

Degismis kromozom 3

Normal
kromozom 9 Kromozom kiriimasi

Degismis kromozom

Normal 22 [Philadelphiz

kromozom 22 p E krc()mozornu';
bDCr - — l é. -ber-abl

w

Sekil 2 : 9. ve 22. Kromozomlar arasindaki pargca degdisimi ile

sonuglanan yeniden dizenlenme (5)



Flzyon genin tanimlanmasi, 22.kromozomdaki kiriima bdlgesinin en
yakiniyla (5 kb) kolaylastinimistir. BOylece breakpoint cluster region (BCR)
terimi kullanilmistir. BCR’nin siralanmasi 5 ekzon gosterir (b1-b5), en sik
kirilma bdlgesi b2 ve b3 ya da b3 ve b4 dir. Kromozom 9’daki ABL1 igindeki
kirlma noktasi daha genis alana yayilmigtir fakat genellikle ikinci ABL1
ekzonunun upstream flzyonuyla sonuglanir. Boylece fuzyonlar orijinal olarak
b2a2 ya da b3a2 olarak bilinir (14).

Halsizlik, ates, kilo kaybi, kanama gibi durumlar KML’nin baslica klinik
bulgularidir. Kronik faz, akselere faz ve blastik faz olmak Uzere KML 3 fazl
bir hastaliktir (1).

1.2.1.1.4.1 KML’nin Agsamalari

1.2.1.1.4.1.1 Kronik Faz

Hastalarin yaklasik %85’i bu fazda teshis edilir. Genellikle sikayetleri
yok ya da c¢ok azdir. Tam kan sayiminda tesadufen yakalanmis olabilirler.
Kemik iligi ve kanda %10’dan daha az blast hdcreleri vardir. Bu evrede

hastalik yavas seyirlidir, normal yasamlarini strdurarler.

Bu donemde ila¢ dozlarinin duzenlenmesi, etkinliginin arastiriimasi,
gerekirse baska tedavi seceneklerine gegilmesi igin duzenli poliklinik takibiyle
muayene ve testlerinin yapilmasi gereklidir. Kronik evrenin suresi hastadan
hastaya degismekle birlikte tedavi edilmediginde veya tedaviye vyanit

alinamadiginda ortalama olarak 3 - 4 yil kadar surer (15).

1.2.1.1.4.1.2 Akselere Faz

Akselere faz ortalama olarak KML'nin kronik fazi semptomlarinin ve
hastaligin daha agresif isaretlerinin ¢ikmasindan 6nce 3-5 yil slrer. Bu
safhada hasta halsizlik, kilo kaybi, gece terlemeleri bazen kemik agrilarindan
sikdyet eder. Abdominal rahatsizlik hissinin eslik ettigi hepatosplenomegali

kotulesir.



Hem granulosit hem de platelet sayisinin kontroli daha gug bir hal alir.
Lokosit sayisi yuksek duzeylere ulagir ve hastalari yaygin Iokosit infiltrasyonu

acisindan riske sokar.

Hastalarda lenfodenopati ve ciltte noduler timoral olusumlar (kloroma)
gelisebilir. Bu olugsumlarin biyopsisinde ilik dokusu gozlenir. Bazi hastalarda
kemik iliginde ilerleyici fibrosiz gelisir ve bu durum ekstrameduller

hematopoezi ve doku infiltratlarinin gelisimini stimdle eder (17).

1.2.1.1.4.1.3 Blast Faz

Hastalik ilerledikce, kemik iligi ve periferdeki primitif blastlarin sayisi
artmaya devam eder. Akselere fazda, 1 yildan az bir strede hastalarin ¢ogu
akut losemi benzeri bir duruma gecerler. Bu durum blast krizi olarak

adlandirilir.

Blastik fazin olusumu icin ne kadar blastin gerektigi belli degildir. Buna
karsin hastada bir kez aneminin  kotulesmesi, trombositopeni
infeksiyonlardan korunmada yeterli derecede matur granulositin olmamasi
gibi I6semik manifestasyonlarin gelisimiyle hastaligin son fazina yaklastigi

sonucuna varilabilir.

Sekonder genetik degisiklikler, p53 ve/veya Rb genlerinde mutasyonlar

siktir ve normal hicre farklanmasindaki kaybi aciklamada yardimcidir (17).

1.2.1.1.4.2 KML’nin Molekiiler Biyolojisi

1.2.1.1.4.2.1 ABL Geni

ABL geni 9934 numarali kromozom uzerinde lokalize olmusg, 12 ekzon
iceren, tirozin kinaz olmayan 145 kDa agirliginda hicre bolunmesi,
farkllasma ve strese cevap gibi hicresel sureclerle iligkili bir proto-
onkogendir. Bu aktivitesi SH3 domaini ile negatif olarak regile edilir. Bu
nedenle bu domaini kodlayan bdlgenin delesyonu, genin onkogene

doénusmesiyle sonuglanir.



ABL geni cgesitli I6semilerde translokasyon pargalarinin gesitliligiyle
iligkilendirilmistir. En ¢ok da break point cluster region (BCR) nin 5’ ucuna
fluzyonla sonuglanan t(9;22) ile ilgilidir. Bu genin alternatif splicingi ilk

ekzonun alternatifini iceren iki transkript varyantiyla sonuglanir (18).

1.2.1.1.4.2.2 BCR Geni (Breakpoint Cluster Region)

22. kromozom uzerinde 22q11.23 lokasyonunda 23 ekzona sahip bir
gendir. ik intron ekzon 1 ve ekzon 2 yi ayirir. 4.5 ve 7.0 kb uzunlugunda
olmak Uzere iki transkripti vardir. Nukleotid sekansi 1271 amino asit
uzunlugunda protein sentezleyen 3818 nukleotidin acgik okuma gergevesini
(ORF) icerir. Fonksiyonel kismi, ilk ekzonda bir serin/treonin kinaz domaini,
merkezi GEF domaini ve COOH-terminal GAP domaini icerir. Ayrica ilk

ekzonda SH2-baglanma bdlgesi bulunur.

BCR-iligkili birka¢ pseudogen tanimlanmistir (BCR2, BCR3 ve BCR4).
Ancak bunlar proteine dénusttrilemez. Normal BCR geni, Mr160,000 and Mr
130,000 olmak Uzere iki major protein kodlamaktadir. Bu proteinler 7,0 ve 4,5

kb ik BCR transkriptlerinden tliremistir.

BCR geni sulrekli eksprese edilir. Degismis BCR-ABL geninin

hematopoetik hicreleri etkiledigi gértlmustuar (19).

1.2.1.1.4.2.3 BCR-ABL Fuzyon Geni

KML’nin en belirgin 6zelligi BCR (breakpoint cluster region)- ABL flzyon
genidir. KML’de 6nemli genetik olay, t(9;22)(q34;911) resiprokal kromozomal
translokasyondur. 9.ve 22. kromozomun uzun kollari arasindaki bu
translokasyon kisa 22 kromozomunun olusmasiyla sonuglanir ve
Philedelphia (Ph) olarak adlandirilir. BCR genindeki kirllma bdlgesine gore,
uc temel BCR/ABL geni olusur (20,21).

KML hastalarinin ¢cogunlugu ABL geninin 1 ya da 2. intronuyla BCR
geninin major breakpoint cluster region (M-bcr) bolgesinde ya ekzon 13 ve
14 (b2) ya da 14 ve 15 (b3) arasinda olur. Bu kirilma bdlgeleri ya b2a2 ya da
b3a2 mRNA’sina transkribe olan BCR/ABL flizyon geninin olustururlar. Bu



genetik yeniden duzenlemenin son urunu olarak siklikla 210 kDa sitoplazmik

fuzyon proteini olusur (21).

Daha az siklikta, a2 yerine ekzon a3 ya da ela2, e19a2 ya da e6a2
transkriptleri ile proteinler p190 BCR-ABL ve p230 BCR-ABL proteinleri
olusmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3: ABL ve BCR genlerindeki kirilma noktalarinin lokasyonu ve

cesitli kirlmalardan tirevlenen kimerik BCR/ABL’nin yapisi (22).

BCR-ABL ile olusan malign transformasyon, protein tirozin kinaz (PTK)
aktivitesine baghdir. Bunun sonucu olarak, bir¢ok sinyal yolagi kinaz-bagimh
sekilde aktive edilir ve bu nedenle bu yolaklarin aktivasyonu genin
ekpresyonunu etkiler. Otofosforilasyon, BCR-ABL’de Grb2, CrkL gibi adaptor
proteinlerin baglanmasina izin veren yerlesme bolgesi olusturur. BCR/ABL
fuzyonu RAS/MAPK, PI3 kinaz, c-CBL ve CRKL yolaklari, JAK-STAT ve Src
yolaklari gibi sinyal iletim yolaklarini aktive eder. RAS, Jun-kinaz ve PI-3
kinaz yolaklarinin transformasyon ve proliferasyonda énemli roli oldugu
gOsterilmistir. Apoptozun inhibisyonunun, c-myc ve BCL-2’'nin AKT yolaginin
indUklenmesiyle PI-3 ve RAS yolaginin aktivasyonu sonucu olustugu
dusunulmektedir (22,23,24).

p210BCRABL niikleer lokalizasyon sinyalini kaybettigi icin hemen hemen

tamami sitozolde bulunur bu nedenle aktine baglanma seviyesi artar (22).
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1.2.1.1.4.3 KML Tedavisi

1.2.1.1.4.3.1 Hematapoetik Kok Hiicre Nakli

Hematopoetik kok hicre nakli, tirozin kinaz inhibitérlerine (TKI) direng
gelistirmis KML hastalari i¢in etkili bir terapidir. Allojenik hematopoetik kok
hacre nakli (HCT), kronik miyeloid I6semi tedavisi i¢in kanitlanmis tedavidir.
BCR-ABL1 kinaz domaini (KD) mutasyonu, genellikleTKI direnciyle iligkilidir.
Yuksek diren¢ mutasyonu gosteren hastalar igin, KML de hematopoetik kok
hicre nakli (HSCT) etkili ve gugla bir terapidir (24, 25).

1.2.1.1.4.3.2 Tirozin Kinaz inhibitorleri

Tirozin Kinazlar (TK), polipeptitlerde ATP’den tirozin rezidllerine fosfat
transferini katalizleyen enzimlerdir. insan genomu, hiicresel proliferasyon,
sagkalim, farklilagsma, fonksiyon ve motiliteyi reglile eden yaklasik 90 tane

TK ve 43 tane TK-benzeri gen igerir (26).

Kronik miyeloid l16semide (KML), bir BCR-ABL inhibitdrii olan ‘imatinib
mesilat’in basarisiyla durum kékinden degismistir. Hedefli kanser terapisinin
zaferi ve ilkesi olarak mujdelenmigtir. Tirozin kinazlar, kanser kemoterapisi
icin mukemmel hedef olarak kabul edilmigtir. Tirozin kinazlar buyime faktoru
sinyallerinin modulasyonunda kritik role sahiptir. Bu enzimlerin aktive formu,
timoér hiacre proliferasyonu ve buylUmesi, anti-apoptotik etkilerin
indUklenmesi, anjiyogenezin ve metastazin desteklenmesine neden olabilir
(26,27).

Tirozin kinazlar, reseptor protein kinazlar ve non-reseptdr protein
kinazlar olarak iki sinifa ayrilabilir (Sekil 4). Reseptor tirozin kinazlar
ekstraselller sinyallerin sitoplazmaya iletimesinde oOnemli rol oynayan
membran-gecen hicre ylzey proteinleridir. Yaklasik 60 tirozin kinaz

tanimlanmistir ve reseptdr ve/veya ligandina gore 20 alt aileye ayriimaktadir.

Amino-terminal ekstraselller domainlerindeki immunoglobulin benzeri
sekanslari, lipofilik transmembran segmenti ve intraselller karboksi-terminal

domainleriyle karakterize edilirler. Diger yandan non-reseptor tirozin kinazlar
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intraselUler sinyalleri iletir. Tanimlanan ilk non-reseptor tirozin kinaz Src’'dir
(27).
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Sekil 4: Reseptor ve reseptor olmayan tirozin kinaz (28)

Tirozin kinaz reseptorleri,spesifik ligand i¢in multidomain ekstraseluler
ligand igerirler, sinyal transmembran hidrofobik heliks ve tirozin kinaz
domainine gecer. Reseptor tirozin kinazlar sadece hucre yluzey
transmembran reseptoru degil ayrica kinaz aktivitesine sahip enzimlerdir.
Sitoplazmadaki kisim tirozin kinaz domaine sahiptir, bu kinaz domaini N- ve
C- terminal ugta 7-8 regulatdor sekans igerir. Non-reseptor tirozin kinaz
reseptoru ek sinyal ve SH2 (Src homology 2), SH3 (Src homology 3) ve pH
domaini gibi protein-protein etkilesim domainine sahiptir SH2 domaini

fosforile peptidlere baglanir (29).

Reseptor yapidaki tirozin kinazlarin ekstraselller bolgesine ligand
baglanarak aktivasyona neden olmakta ve kinaz aktivasyon bodlgesindeki
regulator tirozinin otofosforilasyonu saglanmaktadir. Aktive olmus reseptoér
yapidaki tirozin kinaz sinyal proteinlerini hiicre membranina toplayarak ¢oklu

sinyal yolaklarini aktive etmektedir (30).

12



Dimerik ligandin reseptor zincirine baglanmasi yakinligi arttirir ve/veya
reseptor zincirini stabilize eder daha sonra kinaz domainleriyle oto-fosforile
olurlar. Bu non-kovalent dimerizasyon, reseptérin sitoplazmik kinaz
domaininin aktivasyonuna neden olan konformasyonel degisimle iliskilidir
(31).

Tirozin  kinazlar, neoplastik gelisim ve progresyonun birkag
basamagindan sorumludur. Tirozin kinaz sinyal yolagi normalde dizensiz
¢ogalmayi Onler ve apoptotik uyaranlara kargi hassasiyeti destekler. Bu
sinyal yolaklari sik sik genetik ya da epigenetik olarak kanser hicrelerinde

degisime ugrar (32).

BCR-ABL flizyon geni normal ABL ile kargilastirildiginda dizensiz
protein tirozin aktivitesi gostermektedir. Sonug olarak BCR-ABL proteinin de
dahil oldugu birgok intraseluler proteinin asiri tirozin kinaz aktivitesi ortaya
cikar (33).

Bu nedenle bir BCR-ABL tirozin kinaz inhibitéri KML igin etkili ve segici
tedavi olmaktadir (34). Genel olarak tirozin kinaz inhibitdrlerinin mekanizmasi
dort gruba ayrilabilir: 1)kinazin ATP-baglanma bdlgesine baglanan ATP-
yarismali inhibitorler; 2) kinazin ATP-baglanma bdlgesinin aktif-olmayan
konformasyonunu taniyan ve baglanan bdylece aktivasyonu enerji agisindan
uygun olmayan hale getiren inhibitorler; 3) ATP-baglanma boélgesinin disina
baglanan allosterik inhibitorler: reseptorin u¢ boyutlu yapisini modifiye eden
ve ve ATP ile kinaz oyugu arasindaki iliskiyi bozar, 4) hedef kinazin ATP-
baglanma bolgesine kovalent bagla geri donusumsuz olarak baglanan
kovalent inhibitérlerdir (35).

1.2.1.1.4.3.2 1 Dasatinib

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel®; Bristol Myers Squibb, New York,
NY, USA), KML’de kronik fazi tanimlanan yetigkinlerde BCR-ABL ve SRC'yi
iceren, oral olarak alinan multiple tirozin kinazlarin kuaguk molekullu
inhibitdriidir (36). KML'de (kronik- akselere veya blast faz) imatinib gibi
onceki tedavilere direncgli ya da tolere edilemeyen ya da Philadelphia
kromozom pozitif (Ph+) Akut Lenfositik Losemi, (ALL)’de kullanilir.
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Dasatinib,[N-(2-chloro-6-methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]-2-methyl-4-pyrimidinyllamino]-5-thiazole carboxamide 1, kritik
birka¢ onkogenik kinazin ¢ok hedefli inhibitéradar (Sekil 5) (37).

Sekil 5: Dasatinibin iki boyutlu yapisi (37)

in vivo ¢alismalar bu ajanin imatinib’den 325 kat daha etkili oldugunu
gostermigtir. Dasatinib baslangigcta Fyn, Yes, Src ve Lyk gibi kinazlarin
inhibitora olarak geligtirilse de BCR-ABL, EphA2, PDGFR ve c-Kit'i de inhibe
etmektedir. Dasatinib, T315] mutasyonu hari¢ imatinib direnci olan BCR-ABL
mutant hlcre hatlarinda ve wild-tipin kinaz aktivitesini ve proliferasyonunu
inhibe eder (38).

Dasatinib, ATP-baglanma bodlgesine baglanarak fonksiyon gorur.
Dasatinib, ABL kinaz domaininin inaktif ve aktif konformasyonuna baglanir,
ABL ile birka¢g baglanti noktasina gereksinim duyar ve imatinib ile
karsilastirildiginda ABL kinaz domainine daha fazla afinitesi bulunmaktadir
(39, 40).

1.2.1.1.4.3.2 1 1 Dasatinib Yan Etkileri

Dasatinib, tolere edilebilir ve guvenilir bir profil gostermistir. Hastalarin

klguk bir kisminda yan etki gozlenmigtir (41). Klinik galismalara gore, karin
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agrisi, ishal, mide bulantisi, kusma, gastrointestinal kanama, mukozal
inflamasyon, karin sisligi ve hazimsizlik gibi gastroinstestinal hastaliklar en
sik gorulen yan etkilerdir (42). Plevral eflizyon, nefes darligi, 6ksurik ve hatta
pulmoner arteriyel hipertansiyon gibi solunum rahatsizliklarina daha nadir
rastlanmaktadir. Bagagrisi, noropatiyi iceren sinir sistemi rahatsizliklari da
daha az gorulmektedir (42,43).

Sol ventrikil disfonksiyonu, kalp yetmezIigi, kardiyomiyopati, ventriktler
yetmezligi, diyastolik disfonksiyon ve QT-interval uzamasi gibi kardiyak yan
etkiler daha seyrektir. Cilt sekeli, agir enfeksiyonlar, dizensiz regl, vertigo,
istah bozukluklari ve kanama gibi diger toksisiteler de rapor edilen yan
etkilerdendir. Bu toksisitelerin yonetimi, doz azaltimi, ilaci kesme ya da ara

verilmesi ile saglanabilmektedir (43).

1.2.2 SERIN-TREONIN FOSFOTAZLAR

Yapisal ve regulator proteinlerin fosforilasyonu Okaryotlarda temel
intraselller kontrol mekanizmasidir. Bir proteinin fosforilasyon durumu,
kinazlar ve protein fosfotazlar tarafindan kontrol edilen dinamik bir suregctir
(44). Fosforilasyon/defosforilasyon reaksiyonlari, substratin yari dmrund,
subseliler lokalizasyonunu, fonksiyonunu ve aktivitesini etkiler. Boylece bu
donusuimll post-translasyonel modifikasyonu kontrol eden mekanizmayi

anlamak dnem tasimaktadir (45).

Protein kinazlar ve fosfotazlarin uygun dengesi, mekansal ve zamansal
dizenlenmesi, hicresel homeostazin surdiriimesi igin gereklidir. Cunki bu
enzimlerin  deregulasyonu kanser, diyabet, kardiak hipertrofi ve
norodejenerasyon gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilidir. Gelisen terapotik
stratejiler kinaz ve fosfotazlarin biyolojik etkisini etkileyen ilaglarin tasarimi

Uzerine olmaktadir (46).

1.2.2.1 Protein Serin/Treonin Fosfotazlar

Protein fosfotazlar substrat spesifitelerine gore genel olarak protein
serin/treonin fosfotazlar (PSTP) ve protein tirozin fosfotazlardir (PTP) olmak

uzere iki temel gruba aynlirlar. PTP’lar fosfo-tirozin rezidulerindeki
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defosforilasyon reaksiyonunu katalizlerken, PSTP’lar fosfo-serin, fosfo-
treonin rezidulerindeki defosforilasyonu katalizler. PTP ve PSTP’lar farkli
yapisal karakterlere sahiptir. Her iki tip fosfotaz da hedef fosfat grubundaki
nikleofilik atak ile fonksiyon gdrse de bunu farkli nukleofiller Gzerinden
yaparlar. PTP’lar nukleofil olarak katalitik sistein rezidulerini kullanirlarken,
PSTP nukleofilik atak, katalitik cepte konumlanmig metal-aktiveli su molekulu

Uzerinden etki gdsterir (45).

Reaksiyon mekanizmalarina, domain vyapilarina ve U¢ boyutlu
yapilarina gore protein serin/treonin fosfotazlar tGge ayrilir: Fcp/Scp gibi
aspartat-temelli fosfotazlar, Mg?*- ya da Mn?*-bagimli protein fosfotazlar
(PPMs) ve fosfoprotein fosfatazlardir (PPPs) (48, 47).

PPP ailesi PP1, PP2A, PP2B, PP5 ve PP7 alt ailelerinden olusur ve
katalitik domainlerinde ylUksek amino asit sekans homolojisi gOsterirler ve

muhtemelen ayni katalitik mekanizmayi paylasirlar (45).
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Sekil 6:Protein Serin/Treonin Fosfatazlarin Ug Ailesi (48)
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1.2.2.1.1 Protein Fosfataz 2A (PP2A)

Protein fosfotaz 2A (PP2A), protein serin/treonin fosfataz stperailesine
ait bir fosfoprotein fosfataz (PPP) Uyesidir. Proteinlerin serin ve treonin
rezidllerinden fosfati alarak protein kinazlarin aksine fonksiyon gordr.
PP2A’nin protein sentezi, hucresel sinyallesme, hicre dongusu kararlihdi,
apoptoz, metabolizma ve stres cevabini kapsayan c¢esitli hicresel suregleri
dizenledigi kanitlanmistir (48). PP2A, toplam hlcresel proteinlerin %1’ni total
serin/treonin fosfatazlarin %80’nini olusturmaktadir. Bu nedenle protein

fosfatazlarin esas sinifidir (50).

1.2.2.1.1.1 PP2A Yapisi

Core enzim dimer (PP2Ap), 65 kDa’luk PR65 olarak da adlandirilan
yapisal A alt birimi ve 36 kDa’luk katalitik C alt birimini (PP2Ac) icermektedir
(Sekil 7). Bu A/C alt birimi PP2A holoenzim formasyonunu olusturmak tzere
B alt birimiyle etkilesime girer (51). Halihazirda, B alt birimin dort farkli ailesi

tanimlanmistir. Bunlar; B, B’,B” ve B’ aileleridir (52).

oor 3

PR61

w« B. 1,5 or o)

B” PR72, PR130,
PRS59 or PR48

PP2A .
aorf PR93/SG2NA
PR110/striatin

Sekil 7: PP2A’nin yapisi (49)
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C katalitik alt biriminin a ve B izoformlari, primer sekanslarinda %97 lik
benzerlik gostermektedir. Bu izoformlar farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. a izoformu 5923-q31, B izoformu 8p12-p11.2 de lokalizedir.
(53, 54).

1.2.2.1.1.1.1 PP2A Alt birimleri ve Kompozisyonu

A yapisal alt birimi (PR65), uygun B alt biriminin bagdlanabilmesi igin
PP2Ac ile siki iligki igindedir. Farkh B alt birimleri ayni ya da Ust Uste gelen
bolgelerde core dimerin A alt birimiyle etkilesime girer. A alt birim izoformlari
a ve B %86 sekans benzerligi gostermektedir. A alt birimi yapisi essizdir,
HEAT (hungintin elongation A subunit TOR. TOR; Target of Rapamycin)
olarak adlandirilan 39-amino asitlik sekansin 15 tekrar dizisinden olusur.
HEAT motifinin tandem tekrarlari protein sentezi igin ve TOR kinaz igin
gerekli olan huntingin proteinini de kapsayan cesitli proteinlerde bulunur (55,
56). PR65’in kristal yapisi, her bir tekrarin temel yapisi ayni oldugunu ve Ust
uste a-heliksden olustugunu ortaya koymustur. Evrimsel olarak korunmus
PR65 reziduleri ve hidrofobik yuzeyler intra-tekrar donuslerde Ilokalize

olmustur ve her bir HEAT motifinin iki helisleri ile baglanti yapmaktadir (57).

B alt birimi dort aileye sahip olup, PP2A’nin en degisken alt birimidir. B
(PR55), B' (B56 ya da PR61), B" (PR72), ve B" (PR93/PR110) ve bu aileler
icinde en az 16 alt aileye sahiptir. Regulator alt birimlerin dort alt ailesi iginde
sekans benzerligi ¢ok dugsuktir ve degisik regulator alt birimlerin ekspresyon
seviyeleri hucre tipi ve dokusuna gore farklilik gostermektedir. Bu bakimdan

B alt birimi, PP2’nin substrat spesifitesini belirler (58).

Memelilerde, 55 kDa luk alt birim doért gen (PR55a, PR55B, PR55Y ve
PR550,) tarafindan doku-spesifik olarak kodlanir. PR55a ve PR556
dokularda yaygin dagihm gosterirken PR55B ve PR55y beyinde daha bol
bulunmaktadir (59). B’ ailesi (ya da PR61) en az bes farkli gen Grlnunu igerir:
a,B, v, 6, €. Bunlar insan kromozomlarinda sirasiyla 1941, 11q12, 3p21,
6p21.1 ve 7p11.2-pl12’de lokalize durumdadir. B’ geni 31 ve B2 olmak Uzere

iki izoform kodlar. insanda B’y’in en az (i¢ farkli splice varyanti vardir. Tim B’
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aile Uyeleri %80 benzerlikte korunmus merkezi bolge icerirler, bununla birlikte
C- ve N- terminalleri 6nemli dlgude farkhdir. Bu durum korunmus bdlgenin A
ve C alt birimleriyle etkilesimi igin gerekli oldugunu ortaya koyar. PR61q,
PR61B ve PR61¢ oOzellikle sitoplazmada bulunurken, PR61y1, PR61y2 ve
PR61y3 nukleusta konsantredir (60,61).

B”alt birimi, (PR72, PPP2R3), a/PR72/130, B/PR&9, y/PR48 olmak

Uzere Ug¢ izoform igerir (62). B’ ya da PR93/PR110 ailesi korunmus epitopa
gore, PR110/striatin ve S/G2 nukleer otoantijen (SG2NA; PR93)
icermektedir. Striatin ve  SG2NA WD-40 tekrarlari icermektedir ve PP2A

dimeriyle etkilesime girmektedir (63).

PP2A’nin iki tane C alt birim izoformu olmasina ragmen, A ve B ‘nin
farkli alt birimlerinin kombinasyon olasiliklari cok genistir. iki A, iki C, dort B,
en az sekiz B’, dort B” ve iki B’ izoform olusumuyla toplamda yaklasik 75
dimerik ve trimerik holoenzim ortaya cikabilmektedir. Bu spesifik holoenzim
kompozisyonu regiilasyon icin birgok olasilik sunmaktadir. ilk olarak, spesifik
selller ve subseluler lokalizasyonlari nedeniyle bu Ug¢ alt birim farkli doku ve
hicresel kompartmanlarda PPase ‘1 hedefleyebilmektedir. Ayrica, farkl
regulator alt birimlerinin varligi in vivo ve in vitroda PP2A holoenziminin

substrat spesifikligini belirlemektedir (49).
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Tablo 1: PP2A’nin alt birim, gen ve izoformlari

Alt birim

Gen

izoform

Katalitik (C) PPP2CA a
Katalitik (C) PPP2CB B
Duzenleyici (B) PPP2R2A a
Duzenleyici (B) PPP2R2B B
Duzenleyici (B) PPP2R2C Y
Duzenleyici (B) PPP2R2D 0
Duzenleyici (B’) PPP2R5A a
Duzenleyici (B’) PPP2R5B B
Duzenleyici (B’) PPP2R5C y 1,23
Duzenleyici (B’) PPP2R5D 0
Duzenleyici (B’) PPP2R5E €
Duzenleyici (B”) PPP2R3A a
Duzenleyici (B”) PPP2R3A a
Duzenleyici (B”) PPP2R3B B
Duzenleyici (B”) PPP2R3C Y
Duzenleyici (B”) PPP2R3D 0
Duzenleyici (B™) STRN

Duzenleyici (B™) STRN3

Duzenleyici (B™) STRN4

Duzenleyici (B™) PPP2R4

1.2.2.1.1.2 PP2A Regulasyonu

PP2A, post translasyonel modifikasyon, otoregllasyon, alt birim
cesitliligi ve substrat - protein etkilesimleriyle regule olmaktadir. Metilasyon
ve fosforilasyon, PP2A katalitik etkinligini moduile eden iki temel modifikasyon
olarak gosterilmistir. PP2A’nin katalitik alt birimi, tirozin kinaz pp60v=r ve
pp56'k tarafindan fosforillenir (64). Fosforilasyon, PP2Ac'nin korunmus C-
terminalinde Tyr3%”de gercgeklesir. Béylece enzimin inaktivasyonu gerceklesir
(49). Tyr3®”nin fosforilasyonu, PP2Acnin PP2APR55/PR61 alt birimiyle
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etkilesiminin inhibisyonuna neden olarak PP2A aktivitesinin azalmasiyla

sonugclanir (65).

PP2A'nin  metilasyonu, PP2A-metiltransferaz (PPMT) ile Leu3%
pozisyonunda gercgeklesir. Ayrica 10sin karboksil metiltransferaz 1 ya da
LCMT1 olarak da bilinir. Demetilasyon ise PP2A-metilesteraz (PPME)
tarafindan saglanir. Leu3*®a LCMT1 tarafindan metil grubu eklenmesi core
dimerin (A ve C alt birimleri) farkli regulatér birimlere baglanma afinitesini
arttinir (64).

1.2.2.1.1.3 PP2A’nin Biyolojik Rolu

1.2.2.1.1.3.1 Huiicre Dongisiinde PP2A’nin Rolli

Genetik  kanitlar PP2A’nin  hdcre-donglisunian  6zellikle  mitoz
surecindeki fonksiyonuna isaret etmistir (66). PP2A,siklin-bagimli kinazlarin
(CDK) substratinin defosforilasyonu icin gereklidir. PP2A’nin mitotik etkisi
CDK kompleksinin negatif reglilasyonu yoluyla olmaktadir. PP2A, CDC2'nin
aktivitesini ve iligkili kinazlarin aktivitesini en az U¢ makul mekanizma ile

gerceklestirebilir (Sekil 8).

1) CDC2'nin kinaz aktivitesi Thr161’deki fosforilasyona baghidir. Farkli
fosfatazlar, KAP (CIP2, CDKN3 olarak da bilinir), bu bolgeyi defosforile eder.
CDC2nin (ya da CDK2) KAP ile defosforilasyonu siklinin kinaza

baglanmasini engeller (67).

2) PP2A, kinaz WEE1'i defosforile ve aktive eder. Bilindigi Uzere de
WEE1, CDCZ2yi inhibe eder. Yani PP2A indirekt olarak WEE1'in
aktivasyonuyla CDC2’yi inaktive etmis olur (68).

3) Cdc25, Siklin-B-bagh CDC2'nin defosforilasyonu tetikler ve mitoza
indukler. PP2A, CDC25’in negatif regulatoradur (66).
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inaktif Aktif

Sekil 8: Protein fosfataz 2A’nin (PP2A) siklin-B-CDC2 Uzerinden negatif
regulasyon mekanizmalari.PP2A’'nin temel etkisi; CDC2'de Thr14/Tyr15’in
fosforilasyonunu inhibe etmek, WEE1'’i aktive etmek ve CDC25’i de inaktive
etmektir. KAP, temel islevsel fosfotaz olsa da, PP2A ayrica CDC2 T-loop taki
Thr161’i de defosforile eder (66).

1.2.2.1.1.3.2 PP2A’nin Sinyal iletimindeki Roli

PP2A’nin tanimlanan bir fonksiyonu da Ras-Raf-Mitogen-activated
protein (MAP) kinaz sinyal yolaklarini reglle etmesidir. PP2A, hicre tipine
baglh olarak bu yolaklari hem pozitif hem de negatif olarak regule eder. PP2A
Map/ERK kinaz (MEK) ve ekstraselller signal-regulated kinaz (ERK) kinaz

ailesini defosforile edip inaktive edebilir (69, 70)
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Sekil 9: PP2A negatif ve pozitif olarak ERK-MAPK yolaginin

bilesenlerini kontrol eder (70)

Holoenzim kompozisyonuna bagli olarak, farkh PP2A trimerleri tim
MAPK’lari negatif regiile edebilmektedir. Ornegin; PP2A, p38’in upstream
aktivatorii olan MKK3'G defosforile ederek p38’i regiile eder. in vitro
calismalar, PP2A’'nin MEK1,2 ve ERK1,2 proteinlerinini defosforile edip
inaktive ettigini gostermistir (69). PP2A ayrica ERK yolagini upstream
aktivator proteinleriyle etkilesime girerek de regule edebilir. Adaptor protein
Shc, Ras’in reseptor-aracili aktivasyonuna katilir. PP2A, Shc’ye baglanarak
bunun tirozin fosforilasyonunu engeller ve sinyal sirecini inhibe etmig olur.
Bdylece Ras/MAP kinaz yolaginin down-regulasyonuyla bir kontrol

mekanizmasi saglanmis olur (71).
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1.2.2.1.1.3.3 Apoptozda PP2A’nin Rolii

Birgok biyolojik suregte oldugu gibi apoptozda da apoptotik sinyal
proteinlerinin tersinir fosforilasyonu olduk¢a énemlidir. PP2A, Bcl-2 ailesinin
pro-apoptotik proteinlerini aktive edip, anti-apoptotik proteinlerini inhibe ettigi
icin PP2A’nin apoptozda pozitif regulator oldugu kanisina varilmistir (72).
PP2A, Bcl-2 inaktive edici fosfataz olarak bulunmustur. Seramid, apoptotik
sinyalde ikinci mesajcidir, seramid-indukli apoptoz, mitokondriyal PP2A’nin

spesifik aktivasyonuyla Bcl-2'yi defosforile edip inaktive eder (73) (Sekil 10)

PP2A’'nin Bcl2 defosforilasyonu B’/PR61a igeren trimerik enzimle
iliskilidir. B’/PR61a, Bcl-2 ile direkt etkilesime girer ve Bcl-2 ile mitokondriyal

membranda bulunmaktadir.

Seramid, B’/PR61a’y1 up-reglile eder ve sonug¢ olarak B’/PR61a fazla
ekspresyonu PP2A’nin pro-apoptotik fonksiyonu destekledigini ve anti-
apoptotik Bcl-2 proteinini defosforile ederek inaktive ettigini isaret eder. Bcl-2
ailesinin pro-apoptotik Uyesi olan Bad proteinin defosforilasyonu da PP2A

tarafindan gerceklesmektedir (73).

Apoptozda, Kaspaz aktivasyonu, kinaz ve fosfatazlarin kontroll
altindadir. Yapilan calismalar. Kaspaz-3 ile PP2A’nin regulatér Aa alt
birimiyle etkilesim icinde oldugunu gostermistir. Bu da PP2A’nin kaspaz-3
icin substrat oldugunu aciklamaktadir (74).
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Sekil 10: PP2A’'nin apoptotik sinyal iletim yolaklarindaki dizenleyici rolu
(72).
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PP2A’nin kanser ile iligkisine bakildiginda, proteinlerin geri donusumlu
fosforilasyonu hulcrenin neredeyse tium hayatini regule eder. Anormal
fosforilasyon birgcok hastaligin sebebidir. Belirli protein kinaz ve
fosfatazlardaki mutasyonlar birgok hastalikla iligkilidir. Yapilan c¢alismalar
PP2A-B'y alt biriminin baskilanmasi insan hicresel transformasyonu igin
yeterli oldugunu gostermistir. PP2A-Aa, AB, ve B'y da ki somatik degisimler
meme, akciger ve Kkolorektal kanser ile yumusak doku sarkomalariyla
iligkilidir.

PP2A’nin ayrica hematolojik malignansilerde de baskilanip, degisime
ugradigi saptanmistir. Akiciger, meme, kolon, mide ve I6semi gibi cesitli
malignansilerde downregile olmasi PP2A’nin timoér stpresoér oldugunu
gOstermigtir. TUmor supresor olarak fonksiyon goren PP2A, Ph* I6semilerde

de inhibe olmus durumdadir (75).

1.2.2.1.1.4 PP2A inhibitérleri

Protein defosforilasyonu ve protein fosfatazlarin c¢esitli hlcresel
sureclerdeki 6nemine 1sik tutmak icin okadaik asit ve calyculin A gibi protein

fosfataz inhibitorleri kullaniimaktadir (76).

1.2.2.1.1.4.1 Okadaik Asit

Okadaik asit (OA), Ca4HessOa13, siyah deniz sungeri Halichondria okadaii
ve Halichondria melanodocia’dan elde edilen lipofilik dogal bir bilesendir.
Sonradan Dinophysis ve Procentrum cinsine ait birka¢ deniz
dinofilajellatlarindan Uretilmistir (77). 38 karbonlu (Css) yag asid polieter
tirevli bir bilesiktir (sekil 11). Miyosin hafif zincirinin fosforilasyonunu
arttirarak duz kaslarin kasilmasina sebep oldugu saptanmistir (83). 20 yil
agkin sure Once, midye yemenin sonucu olarak mide-bagirsak yangisi
sorunu diarrectic shellfish poisoniting (DSP)’in basglica sebebi olarak okadaik

asit tanimlanmigtir (78).
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Sekil 11: Okadaik asitin genel yapisi (80).

Okadaik asit, guclu ve selektif PP1 ve PP2A inhibitoradar. Molekuler,
hicresel, biyokimyasal ve norotoksisite mekanizmalarinin galisilmasinda
onemli bir aragtir. PP1 ve PP2A’nin inhibitérudur ve in vivo ve in vitro da
tau’nun hiperfosforilasyonunu indikler (79). OA’'in PP2A’ya olan inhibisyon
etkisi PP1’den daha fazladir. Ayrica PP4 ve PP5 icin de etkilidir. OA ayrica
akut toksik etki, tumor tesvik edici 6zellige ve norotoksik etkiye sahiptir (80).
Okadaik asidin hlicre gecirgen 6zelliginin olmasi hicre biyolojisinde temel
avantajdir ancak hicre membranindan sitozole transferi yavas
gerceklesmektedir (83).

1.2.2.1.1.4.2 Calyculin A

Calyculin A (Caly A), (Cso Hs1 N4O1s P), 1008 molekuller agirhiginda,
oktametil polihidroksilate iceren, 28 karbonlu (Czg) yag asididir. (Sekil 12).
Deniz sungerinden izole edilir ve yapisal olarak okadaik asit ile iligkisi yoktur.
Calyculin A, PPP ailesininden tip 1 ve tip 2A protein serin/treonin fosfataz
inhibitorl olarak hticre biyolojisinde genis 6lgtide kullanilan okadaik asitten
daha hucre-gegirgen bir toksindir. Calyculin A, ilk kez Japonyadaki Sagami
korfezin’den deniz singeri Discodermia calyx'den izole edilmigtir. Calyculin

A, okadaik asit reseptorlerine baglanir (81, 83).
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Sekil 12: Calyculin A yapisi (81)

Calyculin A, PPP ailesininden tip 1 ve tip 2A protein serin/treonin
fosfataz inhibitéri olarak hiicre biyolojisinde genis o6lgtide kullanilan hicre-
gecirgen bir toksindir. PPP ailesinin guglu bir inhibitora iken, PTP ve PPM
ailelerini inhibe etmez. Caly A, PPP fosfotazlari nanomolar dozlarda inhibe
eder (82).

Caly A, 15 kiral merkeziyle kompleks dogal bir Grandir. Yapilan
calismalar, fosfat grubu, C-13" deki hidroksil grubu ve hidrofobik poliketid
kuyrugu gibi fonksiyonel gruplarin PPP fosfatazlarinin inhibisyonu icin gerekli
oldugunu gdstermistir. X-ray difraksiyonu, Caly A’nin fosforil gruplarina

dolanmak i¢in H-baglarini kullanarak katlandigini gostermistir (82).

1.2.3Hiicre Oliim Mekanizmalari

Duzenlenmis, programlanmis hicre 6luma tim ¢ok htcreli organizmalar
igin kritik Oneme sahiptir. Hucre olumu, embriyogenez boyunca doku
sekillenmesi, immun sistemin gelisimi ve zarar gormus hucrelerin yikimini
iceren birgok surecgte dnemlidir. En iyi ¢alisiimig programlanmis hicre 6lUum
sekli kaspaz proteazlarinin aktivasyonuna gereksinim duyulan apoptoz olsa
da nekroptoz, otofaji, kaspaz-bagimsiz hucre oOlumu ve piroptosis gibi

apoptotik olmayan hicre 6lim formlari da mevcuttur (84).
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1.2.3.1 Apoptoz

Cok hucreli organizmalarda hicre sayisi sadece hicre bdolinme
oraniyla degil ayni zamanda hucre 6lum oraniyla da sikica kontrol edilir. Eger
hicreye daha fazla ihtiya¢c yok ise, bir intraselller 6lim programini aktive
ederek hdcreyi intiharina neden olurlar. Bu surece programlanmis hucre
O0liumu ya da daha genel adiyla apoptoz denir. Yunanca’dan gelen bu kelime
agactan ayrilan, disen yaprak anlamindadir (85). Apoptoz normal olarak
gelisim suresince ve dokulardaki hucre populasyonunu korumak igin bir
homeostatik mekanizma olarak yaslanmada gergeklesir. Apoptoz ayrica,
immun reaksiyonlarinda ve hulcreler kazara ya da zararli ajanlarla zarar
gordiginde savunma mekanizmasi olarak goérev alir. Kanser kemoterapisi
icin 1sinlama ya da kullanilan ilaglar bazi hucrelerde p53-bagimli yolak
Uzerinden apoptotik Olume neden olan DNA zarariyla sonuglanir.
Kortikosteroid gibi bazi hormonlar bazi hlcrelerde apoptotik 6lime neden
olurken digerlerini etkilememektedir. Bazi hucreler ligand baglanma yoluyla
ya da protein gapraz-baglama yolu ile apoptoza neden olan Fas ve TNF
reseptorlerini ifade eder. Apoptoz kaspaz olarak adlandirilan sistein

proteazlari iceren enerji-bagimh ve koordine edilen bir stregtir (86).

Apoptozun ntkleustaki morfolojik 6zelligi, kromatin kondensasyonu ve
nukleer fragmentasyondur. Kondensasyon nukleer membranin periferinde
baglar, hilal veya halka benzeri bir yapi olusturur. Apoptozun geg¢
safhalarinda nikleus daha da kondense hale gelir ve sonugta bozulmamis
hicre membraninin icinde parcgalanir. Bu morfolojik 6zellikler kaspazlar
tarafindan ortaya c¢ikan cgesitli proteinlerle baslatilabilir. Cift-iplikli DNA 180-
200 baz cifti uzunlugunda fragmanlara ayrilir. Apoptozun erken evresinde
hlcreler komsu hacre ile baglantisini kaybeder. Membranlar ve
mitokondrinin de dahil oldugu organlar erken apoptotik evrede korunur. Daha
sonra mikrovilliler kaybolur ve hiicre membrani kabarcik bir yapi gostermeye
baglar. Hucre kuagulip buzilur ve kabarciklar ayrilir apoptotik cisimleri
sekillendirir. Apoptoz bir inflamasyon olusmadan gergeklesir. Apoptozun
erken isaretlerinden biri fosfotidilserinin disa ¢ikmasidir bu da fagositoz

yapan hucrelere ‘beni-ye’ sinyalini verir.
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Mitokondriyal membran permeabilizasyonu apoptoz suresince merkezi
rol oynar. Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik Uyleri mitokondriyal membran
permeabilizasyonun baglamasinda 6nemlidir. Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik
Uyeleri ise bu apoptoz slrecini inhibe eder. Sitokrom c ile Apaf-1 ‘in
etkilesiminden apoptozom denen kompleks  sekillenir, Apaf-1
oligomerizasyonu ve baglanmasi ile kaspaz-9’'un aktivasyonuyla sonuglanir

(87,88).

1.2.3.1.1 Apoptoz Mekanizmalari

Apoptozun mekanizmalari yuksek Olcide kompleks ve molekuler
olaylarin enerji-bagimli  kaskadini kapsayan sofistike bir mekanizmadir.
Bugune kadar yapilan ¢aligmalar, ekstrinsik ya da olum reseptor yolagl ve
intrinsik ya da mitokondriyal yolak olan iki temel yolak oldugunu gostermistir
(86-88).

1.2.3.1.1.1 Apoptozun Ekstrinsik Yolagi

Ekstrinsik sinyal yolagi apoptozu transmembran reseptor-aracili
etkilesimlerle baslatir. Bu timor nekroz faktor (TNF) reseptér gen ailesinin
dyesi oldugu olum reseptorlerini kapsar (88). Tanimlanan en iyi ligand ve
uyumlu Olum reseptorleri FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/
DR4 ve Apo2L/DRS5’dir. Ligand baglanmasi Uzerine, sitoplazmik adaptor
proteinleri bir araya gelir. Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi adaptor
protein FADD’nin baglanmasiyla, TNF ligandinin TNF reseptorune
baglanmasi da TRADD adaptor proteininin baglanmasiyla sonuglanir. Daha
sonra FADD, prokaspaz-8 ile etkilesime girer. Bu noktada, olim-indukla
sinyal kompleksi (DISC) sekillenir ve pro-kaspaz 8’in oto-katalitik
aktivasyonuyla sonuglanir. Kaspaz-8 aktive oldugunda apoptozun infaz fazi

tetiklenmis olur (90).

1.2.3.1.1.2 Apoptozun instrinrik Yolagi

intrinsik  sinyal yolagi reseptdr-olmayan-aracili uyaranlarin  cesitli

dizilerini iceren yolaktir. Hucre iginde direkt hedefine intraselller sinyal Uretir
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ve mitokondriyal-baglatilan sinyallerdir. Bu Uretilen intraselller sinyal pozitif
ya da negatif sekilde hareket edebilir. Negatif sinyaller,0lim programinin
baskilanmasinin basarisizligiyla sonuglanan biylme faktérleri, hormonlar ve
sitokinleri kapsar. Bodylece apoptoz tetiklenmis olur. Pozitif sinyal ise,
radyasyon, toksinler, hipoksia, hipertermia, viral enfeksiyon ve serbest
radikallerle iligkilidir. Tum bu uyaranlar i¢ mitokondri membranda degisime
neden olur ve mitokondriyal permeabilite gecisi (MPT) porunun acgilmasiyla
sonuglanir. Mitokondriyal transmembran potensiyeli kaybolur ve iki temel pro-
apoptotik protein intermembrandan sitozole salinir. ilk grup, sitokrom c,
Smac/DIABLO ve serin fosfataz HtrA2/Omi ‘den olusur. Bu proteinler kaspaz-

badimli mitokodriyal yolagi aktive eder (91).

Sitokorom c, Apaf-1’e baglanir ve aktive eder ayrica pro-kaspaz-9’a da
baglanarak apoptozomu sekillendirir. Prokaspaz-9’'un kimelenmesi kaspaz-
9'u aktive eder. Smac/DIABLO ve HtrA2/Ominin IAP’yi (inhibitors of
apoptosis proteins) inhibe ederek apoptozu indikledigi bilinmektedir. Pro-
apoptotik proteinlerin ikinci grubu, AIF, endnukleaz G ve CAD, apoptoz
boyunca mitokondriden salinir ancak bu ge¢ evrede gergeklesir. CAD
mitokondriden salindiktan sonra nlkleusa transfer olur ve kaspaz-3

tarafindan boéllinerek DNA fragmantasyonuna neden olur (86).

TUumor supresor protein p53, Bcl-2 ailesi proteinlerinin regllasyonunda
onemli rol oynar. Bcl-2 ailesi proteinlerinin mekanizmasinin, mitokondriyal
membran permeabilitesinin degisimiyle mitokondriden salinan sitokrom c
regulasyonunda gorevli oldugu dusunulmektedir. Sitokrom ¢’ nin
mitokondriden salinimiyla iligkili olan Bcl-2 ve onunla rekabet eden Bax ve
Bad proteinleri arasindaki dengenin bozulmasiyla apoptoz uyarilmaktadir.
Bcl-2 mitokondriden Sitokrom c¢ ¢ikisini Onleyerek apoptozu engellerken,
Bad, Bcl-2’ ye baglanarak, Bax ise, Sitokrom c ¢ikigsini sadlayarak apoptozu

tesvik etmektedir (86, 92).
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1.2.3.2 Nekrozis

Morfolojik olarak nekrotik hicre 6limu ya da nekrozis hicre hacminin
artmasi, organellerin sigsmesi, plazma membraninin bozulmasi ve intraseluler

icerigin kaybiyla ilgilidir.

Nekrozis durumunda sitozolik igerigin intraseliler alana dagiimasi
nedeniyle inflamasyon gercgeklesir. Apoptozda bu Urunler makrofajlarda
guvenli bir sekilde izole edilir. Mitokondrinin ayrilmasi, reaktif oksijen
turlerinin  Uretimi  mitokondriyal mambran permeabilizasyonu nekroziste

meydane gelen mitokondri ile ilgili degisimlerdir.

Fenton reaksiyonlariyla ROS  dretimi, lizozomal membran
permeabilizasyonu lizozomdaki, RARP-1’in hiperaktivasyonu nukleustaki
degisimlerdir. Lipid degredasyonu, artan sitosolik Ca*?’konsantrasyonu
sonucu mitokondriye asiri yuk ile non-kaspaz proteazlarin aktivasyonu diger

nekrozis 6zellikleridir (93).

1.2.3.3 Nekroptozis

Duzenlenen nekrozis ya da nekroptosis, nekrozisden farkini belirtmek
igin kullaniimisg bir terimdir. Nekroptozis TNF reseptor superailesi, T cell
reseptor, interferon reseptorleri, Toll-like reseptorlerin aktivasyonu, hicresel
metabolik ve genotoksik stres veya c¢esitli anti-kanser ajanlar ile
indUklenebilir. Reseptor-interacting protein kinase-1 (RIP1) ve RIP3’Un
etkilesimi ile olugsan ‘nekrozom’ nekroptozisin en Onemli karakteristigidir.
Nekroptoz cok-basamakli bir siirectir. ilk kontrol noktsinda, TNF-a aracili
nekroptozda clAP1 ve clAP2, RIP ubiquitinasyonunu indukler, NF-kB-bagimli
ya da bagmisiz mekanizma ile nekroptoz inhibe olur. Deubiquitinase
cylindromatosis (CYLD) tarafindan RIP’den ubiquitinin kopmasi, Kompleks
lla (kaspaz-8, FADD ve RIP1’in dahil oldugu) ve Kompleks IIb’'in (kaspaz-8,
FADD, RIP1, RIP3 ve Mixed lineage kinase domain like, MLKL’nin dabhil
oldugu) paketlenmesi igin kritiktir. ikinci kontrol noktasinda, aktive olmus
kaspaz-8 bolinir ve RIP1 RIP3 ve CYLD’nin aktivitesini ortadan kaldirir.

Boluinmus RIP1 ve RIP3, trans-fosforilasyon ve downstream substrat
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fosforilasyon yeteneklerini kaybederler. Uglincli kontrol noktasi da, RIP ve

RIP3 dagildigi zaman, kaspaz-8 inhibitorleri tarafindan korunurlar.

Nekroptoz, normal gelisim surecinde 6nemli bir rol oynar. Kanser dabhil
bircok hastalikla iligkilendirilmistir (84, 94).

1.2.3.4 Otofaji

Otofaji terimi Yunanca‘kendini yeme’ anlamindan turemigstir. Makro-otofaiji,
mikro-otofaji ve saperon-aracili otofaji olmak Uzere ¢ c¢esit otofaji

tanimlanmistir.

Otofaji fagofore olarak da bilinen ayrilmis membranda baslar. Bu
fagafore, proten agregatlari, organeller ve ribozomlar gibi intraseluler
kargolari yutmak igin genigler. Boylece kargo cift-membran otofagazomda
ayrilir. Yuklenmis otofagazom lizozom ile fizyon yolu ile olgunlasir, lizozomal

asit proteazlarla otofagozomal igerigin degredasyonunu saglar.

Lizozomal permeazlar ve transporterlar, amino asit ve diger
degredasyon urunlerini metabolizma igin gereken makromolekullerin yapimi
icin yeniden kullaniimak Uzere sitoplazmaya tasir. Bu nedenle otofaji,

hicresel ‘recycling factor’ olarak disunulmektedir (95).

1.2.4 Hucre Dongusti

Hucre boélinmesi genel olarak iki evreden olusur: Mitoz (M) ve interfaz.
Mitoz evresi, profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini kapsar. Mikroskop
altinda, interfazdaki hicreler sadece buyume durumunda gibi gorinse de
farkh tekniklerle interfazin G1, S ve G2 fazindan olustugu ortaya konmustur.
DNA’nin replikasyonu interfazin S fazinda meydana gelir. S fazi, hicrelerin
DNA sentezine hazirlandi§i G1 fazindan dnce gelir. Daha sonra hucrelerin
mitoz i¢in hazirlandi§1 G2 fazi takip eder. G1, S ve G2 fazlari, standart hiicre
dongusunun alt boélumleridir. G1 deki hicreler DNA replikasyonuna
baslamadan 6nce GO denilen dinlenme evresine girerler. GO daki hucreler
insan vicudundaki blUylumeyen, prolifere olmayan hacrelerin  blyudk

cogunlugunun icinde oldugu evredir (96).
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1.2.4.1 Hucre Dongusii Kontrolu

Hicre siklusu temelde siklin-bagimh kinazlar (cdk)’lar ve siklin
kompleksleriyle katalize edilir. Cdk’lar hicre siklusunun belirli noktalarinda
aktive edilen serin/treonin protein kinazlardir. Cdk’lar hticre dongusunde kritik
Oneme sahiptir gunku inaktivasyonlari mitozu onler (97).CdK’larin
konsantrasyon seviyesi hucre dongusunde sabit kalir. Hucre faz progresyon
ve gegiginde siklinlerin ekspresyon ve yikimiyla regule edilir. Memeli
hicrelerinde D/Ckd4-6, E/Cdk2, A/Cdk2 ve B/Cdk1 olmak Uzere dort siklin-
cdks tanimlanmisgtir.Siklinler, G1-S fazi arasinda, S fazi boyunca ve G2-M
fazinda eksprese olur. Ayrica sirasiyla G1-S fazi siklini, S-fazi siklini ve G2-M
fazi siklini olarak bilinir. Her bir siklin hiicre dongusunin spesifik bir fazinda
sentezlenir ve fonksiyonu bittikten sonra yikilir. Hicre siklusu basladiginda,
CdK’larin bazilan yikilirken bazilari yikilmaz. Siklinler ve Cdk’lar baglanip
aktive oldugunda, hedef proteinin serin ve teronin rezidulerini fosforile
ederler. Fosforile olmus hedef protein hiicre déngusltnin fazlarini sirasiyla
gerceklestirir. Ozellikle, G1-S faz siklin ve G1-S faz CdK'larinin birkag tipi
vardir. Siklin D-Cdk4/6 kompleksi ve S fazinin baglamasinda fonksiyon géren
siklin E-Cdk2 kompleksi buna ornektir. G2-M faz siklini ve G2-M fazi Cdk
(siklin B-Cdc2 kompleksi) M fazinin baslamasinda fonksiyon gorir ve aktive
oldugunda nukleer membranin yikilmasi ve kromozom formasyonunu
indUkler (97, 98).

Cdk/siklin  kompleksinin aktivitesi, uygun olmayan sartlarda Cdk
inhibitorleri (CKIs) tarafindan durdurulur. INK4 inhibitéri ve Cip/Kip
inhibitdrleri olmak (izere CKllerin iki ailesi tanimlanmistir. inhibitérlerinin
bilinen buyudk ¢ogunlugu ATP-yarismalidir. Siklin-bagimli kinazlarin katalitik
ATP-bolgelerine baglanarak fonksiyon goérir. ATP baglanma bodlgesine
baglanmayan ATP-yarismali olmayan Cdk inhibitdér sinifinin ise iki tipi vardir:
Kigik Molekilli inhibitérler ve Kigiik Peptid inhibitérler. Kigik moleklli
inhibitorler, Cdk/siklin kompleksinin ATP-baglanma bdlgesiyle etkilelime
girmeden inhibe edebilme ozelligindedir. ATP-yarigsmali olmayan inhibitorlerin
ikinci sinifi, p21, p27 ve p57 gibi endojen Cdk inhibitérlerine benzerliklerine
dayanarak sentezlenmistir. Allosterik inhibitorler ise, ATP-baglanma

bdlgesinde uzakta Cdk’lara baglanma spesifitesi vardir. Allosterik bodlgeye
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sabitlenmeleri Cdk’larin konformasyonunun degigimini indukler boylece
aktiviteleri modifiye olur. Abl, p38 ve MEK1 gibi protein kinazlar igin umut

veren stratejidir (99).

1.2.4.1.1 Hiicre Dongisiinde G1-S Gegisi

G1-S sureci, hiperfosforile olmug Retinoblastoma (Rb) geni ya da p107
ve p130 gibi iligkili oldugu proteinler ile regule edilir.G1 fazi suresince
Rb/HDAC represoér kompleksi E2F-DP1 transkripsiyon faktériine baglanir.
Cdk4/Cdk6 ve Cdk2, duzenleyici partnerleri sirasiyla D-tip siklinler (D1, D2 ve
D3) ve siklin E, G1l-spesifik Cdk’larin iki farkh sinifini sunar. Aktivasyonu S
fazina girerken gereklidir. Siklin D/Cdk4-Cdk-6 aktivitesi G1-fazinin ortasinda
meydana gelir. Cogalmay! destekleyen kosullar altinda, G1’in ortasindan
sonuna Rb’nin CdK’lar tarafindan inaktivasyonu, E2F’nin serbest kalmasiyla
sonuglanir. Bu E2F geninin acigda c¢ikmasisikin E ve Cdc25’in
transkripsiyonunu aktive etmek igin yeterlidir. Hicre dongisundeki bu nokta
‘kisitlayici nokta’ olarak bilinir. Kisitlayici nokta asilirsa S fazina gegis olur
(100).

insan hiicrelerinde, G1-S gegisi transkripsiyon faktorii olan E2F’ye ve
onun dimerizasyon partner proteinlerine baghdir. E2F fonksiyonundaki

dizensizlik siklikla kanserle iliskilidir (101).

1.2.4.1.2 Hucre Dongiisiinde G2-M Gegisi

Kontrol  noktalari, hicre dongusunin uygun zamanlamasini
garantilemek igin gereken kontrol mekanizmalaridir. DNA hasarli oldugunda,
G2 kontrol mekanizmasi ile mitoza gecis engellenir. S fazina gecis ve G2’'den
mitoza gegis, sirasiyla serin-treonin cdk2 ve cdk1 (cdc2) ile regule edilir.
Cdk2 ve Cdk1’in aktivesi, siklin A ve siklin B ile birlesmesini ve cdk-aktive
edici kinaz ile Thr161’in fosforilasyonunu gerekterir. Bu cdk-siklin kompleksi
ayrica Thr14ve Tyr15de fosforilasyon ile negatif olarak regule edilir. G2/M
faz gecisinde cdc25 protein fosfataz ile Thr14 ve Tyr15’in defosforilasyonu
Cdk2-Siklin A (S-fazinin arasinda) ve Cdk1-Siklin B (G2/M) aktivasyonu
tetiklenmis olur (102).
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DNA-hasari s0z konusu oldugunda, ATM/ATR aktivasyonu ve
downstream kontrol noktasi kinazlari CHK1/CHK2 cdc25 fosfatazlarin
fosforilasyonuna neden olur. 14-3-3 proteini icin baglanma bodlgesi
olusumuna ve fosfotazin Cdk2-SiklinA ve Cdk-1-Siklin B’den ayriimasina

neden olur. Bu durum G2/M hucre-dongusu arestine neden olur (102).

1.2.4.2 Hucre Dongusii ve Kanser

insan timérlerinin molekiiler analizi, hiicre dénglsi regilatérlerinin
siklikla mutasyona ugradigini gostermistir. Hucre dongusu sureci,goklu
kontrol noktalari iceren ylksek derecede regule edilen bir suregctir. Siklin-
bagimh kinazlar (Cdk) ve onlarin siklin partnerleri hicre doéngusunu

indUkleyen pozitif regUlatorlerdir.

Kanser bu pozitif regulatorlerin  anormal ekspresyon ya da
aktivasyonundan kaynaklanmaktadir.CKIs’in baskilanmasi da bir diger
timoérogenezis nedenidir. p15 (INK4B), p16 (INK4A), p18 (INK4C) ve pl9
(INK4D)u kapsayan INK4 ailesinde insan kanserlerinde ve transforme
delesyon ve mutasyon olustugu bilinmektedir. CKl'lerinin ikinci ailesi
p21(CIP1/WAF1), p27 (KIP1) ve p57 (KIP2) iceren Cip/Kip’te ki mutasyonlar

da tumor fraksiyon ve hticre hatlarinda gézlenmektedir (103).

G1/S gegisinde 6nemli rolu olan siklin D1 ve E birgok kanser tipinde
fazla eksprese olmaktadir ve G1/S gegisi duzensiz hale gelmektedir (104).
G2/M kontrol noktasi genomik dogrulugun saglanmasinda temel goreve
sahiptir. G2/M kontrol noktasinda ki dizensizlikler kanserle iligkilendirilmistir.
ATR, ATM, NBS1, BRACL1 ve 14-3-3¢ gibi G2 yolagiyla iligkili olan genlerdeki
mutasyonlara da kanserli hlcrelerde rastlanmaktadir. Bu nedenle G2/M

gegisi kontrol noktasi genomik kararlihgin devami igin énemilidir (105)
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BOLUM II
2.1 Gereg ve Yontem

2.1.1 Hiicre Kiiltura

Hucre kulturt teknolojisi son yillarda major rol oynamaktadir. Hucre
biyolojisi ¢alismalarinda, ilaglarin hicre Uzerindeki etkisinin galismasinda,
toksisite ve kanser aragtirmalarinda, gen terapisinde, genetik muhendislikte
onemli yer tutmaktadir. Hucrelerin igcinde bulundugu sartlarin kontroline
imkan saglamasi, homojen yapida olmasi, tekrarlanabilir olmasi hucre
kiltiriinin avantajlarindandir. in vitro olarak ¢alisma imkani saglayan hiicre
kultarinde kullanilan besi ortami hlcrelerin yasayip, prolifere olmalari igin

gerekli icerige sahip olmahdir.

Cahgsmamizda kullandigimiz kronik myeloid 16semi hudcre hatti olan
K562 icin %4 Fetal Sigir Serumu (FBS), 2mM L-glutamin, %1l
Penisilin/Streptomisin (Biological Industiries) iceren RPMI 1640 (Biological
Industiries)besi ortami  kullaniimistir. Hucreleri c¢alismada uygulanacak
islemlere hazirlamak igin hiicreler 25 cm?lik flasklara ekilmistir. Hicreler
yeterli saylya ulagincaya kadar 37°C’de %95 nem ve %5 COZ2’li inkibatorde

inkibe edilmistir. Isik mikroskobu ile hicrelerin proliferasyonu takip edilmistir.

Tablo 2: Hucre kultirinde kullanilan kimyasallar ve malzemeler

15 ve 50 ml falkon tip (Corning) Hassas terazi

25 ve 75 cm? lik flask (Corning) K562 hucre hatti (ATCC)
6’ I mikroplak (Corning) Inverted mikroskop

96’ I mikroplak (Corning) Isik mikroskobu
Calyculin A Laminar Air Flow
Amizadole :_r;gLu;grrinég)(Blologlcal

Annexin V-EGFP Apoptosis Detection Kiti

(Biovision) Neubauer Lam

Apo-Direct™ Kit (BD Pharmingen™) PBS

Penisilin/Streptomisin

Dasatinib (Selleckchem) (Biological Industiries)
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Okadaik asit (Abcam)

pH-metre

CO?’li incubator

Pipetman seti (0,1—
1000pl)

Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche)

RPMI 1640 (Biological
Industiries)

Derin dondurucu

Santrifuj

DMSO (Sigma)

Triton =X

Etanol (Sigma)

Sogutmali Santriflj

Filtre 0,2 um (Millipore)

Glycerol

BSA

Tripan Blue (Biological

Industiries)

Fotal bovine serum (Biological Industiries) |Vortex

2.1.2 Hucrelerin Dondurulmasi ve Cozdurulmesi

Hucre kualtirh ¢alismalarinin uzun sure devam etmesi, kontaminasyon
ve Ureme hizinin dagusu gibi sorunlara yol agar. Bunun 6ntine gegebilmek ve

geriye donebilme imkani saglamak icin hucreler dondurulur.

Hucrelerin dondurma islemi igin; belli bir sayiya ulasan hucreler, 1200
rom’de 5 dk santriflj edilip dibe ¢okturulir. Santriflj esnasinda dondurma
ortami hazirlanir. Dondurma ortami olarak %10 DMSO iceren FBS ¢ozeltisi
hazirlanir.Santrifijden sonra hicreler alinip supernatant uzaklastirilir ve
hazirlanan dondurma ¢ozeltisi ile pipetaj yapilip kryotiiplere aktarilir. Once -
20°C sonra da -86°C’ye kaldirilir.

Hicre ¢ozme islemi icin hicreler -86°C’den alinip kryotuplerin iginde
serumsuz besi ortami ile pipetaj yapilip 15 mllik ortam igeren falkonlara
alinir. 2000 rpm’de 10 dk santriflj edilip supernatant uzaklastiniimistir. Ayni
islem iki kez tekrarlanir. ikinci santriifiijde sonra siipernatant atilip hiicrelere
serumlu besi ortamlari eklenir vehiicreler 25 cm?lik flasklara ekilir ve

inkibatdrde inkibasyona birakilir.
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2.1.3 Huicrelerin Pasajlanmasi

Hucre sayisi artttkga hem besi ortami hicreler icin yetersiz hale gelir,
hem de kultir kabinda yer olmadigi icin kontakt inhibisyon adi verilen
mekanizma ile hucrelerin ¢ogalmalari durur.Hucrelerin bir kismini ya da

tamamini yeni besi ortamina alma iglemine hucre pasajlanmasi denir.

Calismamizda suspanse hucreler belli bir yogunluga ulastiklarinda
falkonlara alinip 1200 rpm’de 5 dk cgevrilmistir. Sipernantant uzaklastirilip
uzerine besi ortami eklenmig ve bolugturulerek yeni flaskalara ekim

yapilmigtir. Hucreler tekrar inktbatore kaldirilip inkibasyona birakiimigtir.

2.1.4 Hiicre Canlilik Testi

Hucrelerincanliliklarini ve sayilarini kontrol etmek igin, Tripan mauvisi
boyasi uygulanmistir. Bunun igin, 50 pl sUspanse hucreye 50 uyl boya
karigtinlip, 1s1k mikroskobu ile hiucrelerin canliligina ve sayisina "Neubauer"
lamiilebakilmistir. Bu nedenle, "Neubauer" lamindaki 4x4' luk karelerden
olusan dort adetalan sayllmistir. Hlicre zar butinligu bozuldugu icinTripan
mavisi boyasini i¢ine alanve mavi renkte gorinen hucreler 06lu, hicre
zarlyapisi bozulmamig hucreler boyayi igine almadigi icin canl olarak kabul
edilmistir. Sayilan canh hicrelerin toplamlarinin ortalamasini alip dilisyon
faktori ve 20.000 ile carpip, ml’deki canli hiicre sayisi hesaplanmistir. Mavi
gorunumde olan yani olu hucreler icin de ayni sayim gergeklestirildiginde,
ml'deki 6lU hlcre sayisi hesaplanmistir. Canli hicre sayisinin toplam hicre

sayisina % olarak oranlanmasiyla hicre canlihgi hesaplanmistir.

2.1.5 Sitotoksisite Analizi

Etken madde dasatinibin K562 hucreleri Uzerine sitotoksisitesini
saptamak icin WST-1 (WST-1 Cell Proliferation Reagent,-Roche) yontemi
kullaniimigtir. WST-1 analizi canh hucrede mitokondriyal dehidrogenazlarla
sari tetrazolium tuzlarinin kesilerek turuncu formazan rengine degismesine
dayanmaktadir. Calistigimiz kronik myeloid 16semi hicre hatti olan K562
hiicreleri 96-kuyucuklu platelerde baslangi¢ yogunlugu 1 ml'de 6x10°

olacak sekilde hesaplanip her bir kuyucuga 50 yl dagitiimigtir ve Uzerine
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50 ul icerisinde ila¢ iceren ortam eklenerek toplam 100 pl'ye
tamamlanmistir Hicrelere 0,00001-100 nMdoz araliginda dasatinib etken
maddesi eklenmigtir. Son siraya etken madde dasatinib verilmemis ve

kontrol grubu olarak kabul edilmistir.

Sitotoksisite analizi i¢in deney 24, 48 ve 72. saat olmak Uzere u¢ gunluk
kurulmustur. Her G¢ glnun inkibasyonundan sonra 10 ul WST-1 sollsyonu
eklenmis ve 30 dk inkibe edilmistir. 30 dk’lik sireden sonra olusan turuncu
renkteki formazan boyasinin kantitatif Oolcimu 30 dk’da bir mikroplak
okuyucusunda (Multiskan FC, Thermo) 450 nm absorbans 620 referans
araliginda olgulmastir. Etken madde dasatinibin 1Cso degeri sigmodial doz-

cevap egrisi analizi ile Calcusyn” (Biosoft) yaziliminda hesaplanmistir.

2.1.6 Apoptoz Analizleri

Dasatinibin ICso dozu ile okadaik asitin2,5 nM ve 25 nM olmak Uzere
secileniki dozununK562 hucrelerindeki apoptotik etkisi 48.saatte ¢alisiimistir.
Bunun icin  6-kuyucuklu platelere  kuyucuk basi  1x10® hicre
ekilmigtir.Dasatinib ve inhibitér uygulanmayan gruplar kontrol grubu olarak
degerlendirilmigtir. Apoptoz analizleri Annexin V ve Apo Direct Tunnel testi

olmak Uzere iki farkli ydontem ve Ug tekrarli olarak yapilmistir.

2.1.6.1 Annexin V Yontemi

Annexin V analizi apoptoza giden hucrelerin sayisini belirleyen bir
testtir. Apoptotik ve Olu hlcreyi etiketlemek icin annexin V proteini kullanilir.
Yontem icin ya flow sitometri ya da flouresan mikroskobu kullanilir. Normal
hicrelerde negatif fosfotidilserin hiicre membranin igindedir. Apoptoz
sirasinda gergeklesen olaylardan biri negatif yuklu fosfotidilserinin digsa dogru
birikmesidir. Annexin V proteini membran ylzeyindeki fosfotidilserine
baglanir. Fluorokroma bagli anneksin-V ile canh hucrelerin boyanmasiyla
apoptozun erken fazindaki hdcreler saptanabilir. Canli ve 6lU hacreleri
membran butlinligune bagl olarak ayiran propidium iyodur (Pl) ile birlikte
kullanildiginda, ge¢  apoptotik/nekrotik  hlcreler erken  apoptotik
hlcrelerdenayirt edilebilmektedir.
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Boyanmayan hucreler canli demektir. Ge¢ apoptotik durumdaki hicreler
yuzeylerinde fosfatidilserin ifade ettikleri icin PI' yi iglerine alirlar. Sonuglar,

akim sitometresi ya da floresan mikroskobu ile yorumlanabilmektrdir.

Tablo 3: Annexin V kit icerigi (BD)

Anneksin V-EGFP Kit Icerigi:

1. Binding Buffer, 100 ml

2. Propidium lodide, 1ml

3. AnnexinV FITC, 1ml

Anneksin V-EGFP Yontem Protokolu:

1. Kdiltire edilen K562 hicreleri dasatinibin ICsp dozunda, okadaik
asidin 2,5 nM ve 25 nM olmak Uzere segilen iki dozuyla 48 saat inkibe

edilmigtir.
2. 5x 10° hiicre santriflij edilmistir ve toplanmistir.
3. 100 ul Binding Buffer eklenerek hicreler restspanse edilmistir.
4. 1 pl Anneksin VEGFP ve 1 pl Pl eklenmistir.

5. 5 dakika karanlikta oda sicakhginda bekletilip, akim sitometrisi

ile20000 hlcrenin degerlendirmesi yapilmistir.

2.1.6.2 DNA Fragmentasyon (Tunnel) Yontemi

Tunnel, apoptotik sinyal kaskadi sonucunda olusan DNA
fragmentasyonunu saptamak igin kullanilan genel bir yontemdir. Bu analiz,
dUTP’nin eklenmesini katalizleyen TdT ya da terminal deoksinukleotid
transferaz ile tanimlanabilen, DNA’da ki g¢entiklerin varligina dayanir.
ApoDirect In Situ DNA Fragmentation Assay Kit ‘i (Becton Dickinson) bu olay
esnasinda olusan parcalanmis DNA fragmentlerinin 3’hidroksil uglarina

terminal deoksintkleotid transferaz (TDT) enzimi ile fluorescein-12-dUTP’ yi
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baglamaktadir. Floresan igaretli DNA bu sekilde akim sitometrisi ile analiz
edilebilmektedir.

Tablo 4: Apo direct Tunnel Kit icerigi (Becton Dickinson)

25 ml, PI/RNase Staining Buffer
0.5 ml Reaction Buffer

100 ml, Rinsing Buffer

100 ml, Wash Buffer

0.4 ml, FITC-dUTP

0.038 ml TdT Enzim igcermektedir.

o g A W N E

Apo-Direct Yontemi Protokolu:

1. 6 kuyucuklu platede kuyucuk basina 1x 10 hiicre olacak sekilde hiicre
ekilmigtir.

2. Hucreler dasatinibin 1Cso dozu 4,6 nM ve okadaik asidin 2,5 nM ve 25 nM
olarak secilen iki dozu ile 48 saat suresince inkibasyona birakilmilgtir.

3. 48 saat sonunda hucreler toplanip santrifiij edilmigtir.

4. Daha sonra hucreler 500ul PBS ile restspanse edilip ve 2000rpm’de 5
dk santrifuj edilmigtir.

5. Hacimce %1’lik 5ml paraformaladehit hucrelerin Gzerine eklenip 15 dk
buz Uzerinde fiksasyon edilmistir.

6. 2000 rpmde 5 dk santrifij edilen hadcrelerin  Ustlindeki,
supernatantuzaklastiriimis ve Uzerlerine 5ml PBS eklenmistir. Bu islem iki
kez tekrar edilmigtir.

7. Supernatantlan tekrar uzaklastiriliran hicrelere500ul PBS ile restispanse
edilip 5ml soguk%70’lik etanol eklenmistir.

8. Etanol ile fikse olan hicreler homojenize hale getirilip 2000 rpm’de 5 dk
santrifdj edilmigtir.

9. Slpernatantlaratilip 1 ml yilkama tamponu ilave edilip, 2000 rpm’de 5 dk
santriflj edilmis ve bu islem iki kez tekrar edilmistir.
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10. Hazirlanmis olan staining solusyonundan (10ul TdTReaction Buffer +
0.75ul TdT Enzyme 8up FITC-dUTP + 32.25ul ddH20) taplere 50l
eklenmistir.

11. Hucreler bu soliisyonda 60 dk, 37°C’de inklbe edilmigtir.

12. 60 dakika sonrasinda 1 ml Rinse Buffer ilave edilmis ve 2000 rpm’de 5
dk santrifuj edilmistir. Bu islem iki kez yapilmistir.

13. Supernatantlar uzaklastirimis ve pellet Uzerine 500ul Propidium
lodide/RNase A Solution ilave edilip hlicreler resuispanse edilmistir.

14. Huacreler 30 dk boyunca karanlikta bekletilmistir.

15. Akim sitometrisi ile 20000 hucrenin analizi yapilmistir.

2.1.7 Hucre Dongusii Analizi

Hicre dongusunde roli olan PP2A’nin inhibitér uygukanarak inhibe
edildiginde hicre dongusundeki degisimi incelemek amaciyla hicre dongusu
analizi yapilmistir. Bu yaklasim, G1, S ve G2 olmak tUzere hicre dongusunin
uc ana fazinin dagilimini ortaya koyar ve kismi DNA icerigiyle apoptotik
hicreleri saptamayr mimkudn kilar. Donginin farkli fazlarinda nukleustaki
DNA miktari da degismektedir. Hicre dongusu suresince gergeklesen
degisimler nedeniyle, DNA igeriginin analizi G1, S, G2 ve M fazlari arasindaki

ayrimi saglar.

Calismamizda BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kiti hicre dongusu
analizi amaciyla kullaniimistir. Non-iyonik deterjan ile hicre zarinin lizisine,
tripsin ile hucre sitoiskeleti ile nlkleer proteinlerin uzaklastiriimasina,
Ribonikleaz A ile RNA’ nin sindiriimesine ve spermin ile nikleer kromatinin
stabilhale getiriimesi esasina dayanmaktadir. Propidium iodide (PI)

nukleustaki DNA’ yI boyamak iginkullaniimistir.

Tablo 5: BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit icerigi:

Trypsin in spermine tetrahydrochloride detergent buffer (Solution A)

RNase A and trypsin inhibitor in spermine buffer (Solution B)

Propidium lodide (PI) in spermine buffer (Solution C)

Slow| NP

Dimethylsulfoxide (DMSO) in sucrose-sodium citrate (Buffer Solution)
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BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit Yontemi Protokoli:

1. 6-kuyucuklu platlere kuyucuk basina hiicre sayisi 5x10° olacak sekilde
hicre ekilip, dasatinibin 1Cso dozu ve okadaik asidin 2,5 nM ve 25 nM
dozlarinda 48 saat boyunca inkube edilmigtir.

2. Hucreler santrifuj edilerek toplanmistir.

3. 500 ul PBS ile hucrelersuspanse edilip 2000 rpm’de 5 dk santrif(j
edilmstir.

4.  Santrifijden sonra supernatant atilip hiacrelere 500ul buffer solisyonu
eklenip resuspanse edilip, 2500 rpm’de 5dk santriflj edilmistir ve bu islem 2
kez tekrar edilmistir.

5. Santrifjden sonra supernatant tamamiyla uzaklastirilip hicrelerin
uzerine 125pl solution A eklenmistir ve resuspanse edilip 10 dk oda
sicakhginda bekletilmistir.

6. Hucreler Gzerine 100ul solution B eklenip tekrar 10 dk oda sicakliginda
bekletilmistir.

7. Hucreler Uzerine 100ul solution C eklenip 10 dk 2°C -8°C'de
bekletilmistir.

8. 20000 hucrenin analizi akim sitometrisi ile analiz edilmistir.

2.1.8 Serin/Treonin Fosfotaz Analizi

Dasatinibin  PP2A Kkatalitik ve regulatuvar alt birimlerinin enzim
aktivitesine etkisini degerlendirmek igin Serin/Treonin Fosfotaz kiti(Promega)
ile analiz yapilmistir. Non-radyoaktif serin/treonin fosfataz analiz sistemi
serin/treonin fosfataz aktivitesini 6lgmek igin hizli, rahat bir metoddur. Analiz
reaksiyonda uretilen serbest fosfat miktarini saptamaya dayanir. Bu amagla 6
kuyucuklu platelere toplamda 2x10° hiicre ekilmistir. Etken madde dasatinib
uygulanmayan grup kontrol grubu olarak kabul edimistir. 24, 48 ve 72. saatler

olmak Uzere Ug¢ gun ve Ug tekrarli olmak Uzere deney kurulmustur.

Hucreler 6 kuyucuklu plateden toplanmis ve lizis tamponu ile
yikanmistir. Lizis tamponu, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.05% Triton X-100, 0.1
mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 0.05% B-mercaptoethanol, 10% glycerol

icermektedir. Calisma soguk ortamda gerceklestiriimistir. Kitin igerisindeki
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spin kolonlari 10 ml deionize su, 10 ml Sephadex G25ve 10 ml fosfataz
storage tamponu ile yikanmistir. Daha sonra, 250 ul hicre lizati kolon igine
eklenmis, 600xg’de 5 dk +4°C’de santrifuj edilmistir. Calismada kullanilacak
satandartlar icin kit icerisinde bulunan 1 mM’lik phosphate standarti gerekli
dilisyonlar yapilarak 0, 25uM, 12,5uM, 6.25uM, 3.125uM ve 1,56uM’lik

dilisyonlar hazirlanmisgtir.

Reaksiyona eklenecek boya icin, 1 ml Molybdate Dye Solisyonuna 10
pl Molybdate Dye Additive eklenmistir. Ayrica reaksiyonlara eklenmek Uzere
1.33 ml fosfat-icermeyen suda RRA(pT)VA Serin/Treonin Phosphopeptide

cozulmaustar.

Tablo 6:Serin/treonin fosfataz analizi iginPromega Kit icerigi

20 ml Molybdate boya sollisyonu

* 200 pl Molybdate Dye Additive Sollisyonu

* 1 ml Phosphate Standard, (Konsantrasyon: 1mM)

* 1mg Ser/Thr Phosphopeptide

* 1 adet 96-kuyucuklu Plate (V2 -area, flat-bottom)

* 4 Spin Kolonu, Rezervuarlar ve Adaptorler

* 40ml Sephadex® G-25

» 25ml Phosphate-Free Water

Protein Fosfotaz Analiz Protokoli;

1) Verilen Phosphate-Free Water ile 1mM fosfotaz standarti ile dilue ederek

uygun fosfataz standartlari hazirlanmistir.

2) 96-well plate icinde uygun premix solusyonlari hazirlanlanmistir.
3) 96-well plate istenen reaksiyon sicakligina yerlestirilmistir.

4) Kuyucuklara enzim ornekleri eklenerek reaksiyon baslatilatiimistir.

5) Reaksiyon hazirlanan Molybdate Dye/Additive karisimdan 50pul eklenerek

durdurulmustur.
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6) 96-well plate 15 dakika oda sicakliginda inktbe edilmigtir.

7) 630 ya da 600 nm de plate reader kullanarak érneklerin optik yogunlugu

okutulmustur.

2.1.9 Protein izolasyonu

Western Blot analizi igin protein izolasyonu yapilmistir. Bu amagla,
compelete mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets in EASYpacks (Roche) kiti
kullaniimistir. 6-kuyucuklu platelere hicre ekimi yapilmistir. 24, 48 ve 72.saat
lerde dasatinib uygulanmig ve bunlarin her birinin etken madde

uygulanmayan kontrolleri igin ayri ayri 3x108 hiicre ekilmigtir.

Tablo 7: Protease Inhibitor Cocktail Tablets in EASYpacks (Roche) kit icerigi

e Lyses Buffer, 50 ml
e 20 adet paketli tablet

Kit protokolu;

Hucreler toplanip 1200 rpm’de 5 dk santrifuj edilmistir.

Hucreler PBS eklenerek ependorfa aktariimistir.

2500 g'de 10 dk santriflij edilmistir.

Bu esnada Lyses-M buffer hazirlanir. Bunun igin, 10 ml bufferin icine 1 adet
mini tabletlerden atilip iyice ¢dzinmesi saglanmigtir.

Santrifljen alina hicrelerin stpernatantlari atilmis ve htcreler 100 ul Lyses-
M bufferda ¢oézulmustar.

Hucreler 10 dk bekletilir.

Hucreler 14000 g'de 15 dk santriflj edilmistir.

SlUpernatant atilip protein izole edilmistir.
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2.1.10 Protein Tayini

2.1.10.1 Lowry Metodu

Bir ¢ozeltideki protein igeriginin saptanmasi igin hizli ve guvenilir bir
protein tayin yontemidir. Alkali ortamda bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki
peptid baglari ile bir kompleks olusturur ve Cu*' e indirgenir. Indirgenmis
bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri
Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur olur. Olusan
rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Calismamizda
Lowry metodu ile protein tayini icin Varioskan™ Flash Multimode Reader

(Thermo Scientific) cihazi kullaniimigtir.

Lowry Yontemi Protokolu:

1) % 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisi 100 mlI'de hazirlanmistir.

2) %7’lik bakir silfat ¢gozeltisi icin 1 ml distile suda ¢ézulmustur.

3) %2,7lik Na-K-Tartanat.4H20 1 ml distile suda ¢dzUlmustdr.

4) Tum ¢ozeltiler taze hazirlanmistir.

5) Folin hazirlamak icin 1 N HCI kullaniimistir. Bire bir oraninda
kullanilimistir.

6) Ornek, standartlar ve kor icin distile su, alkali bakir ¢dzeltilerinden 5, 20
ve 125 ul olmak Uzere plate’e eklenmigtir.

7) 10 dk plak calkalayicida bekletilmistr.

8) Ornek, standart ve kore 25 ul Folin eklenmistir

9) 30 dk plak calkalayicida bekletilmistir.

10) 720 nm dalga boyunda okultulmustur.

2.1.11 Western Blot Analizi

Western Blot, bir protein solisyonunda, aranan bir proteinin olup
olmadigini ve varsa ne kadar oldugunu tespit etmek icin kullanilan bir
yontemdir. Proteinlerin poliakrilamid jelde elektroforez ile ayrilmasi ve ayrilan
proteinlerin otoradyografi, ultraviole 151g1 ya da peroksidaz reaksiyon Urlnu
ile gosterilmesidir. Western blotlama igin ilk adim olarak, SDS-PAGE jel
elektroforezi yapilir. Proteinler 3-boyutlu yapilar denatlire edilip polipeptit
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uzunluklarina gore ayrilir. Daha sonra proteinler membrana aktarilir. Bu

membran genellikle Nitroselliloz ya da PVDF dir. Burada hedef proteini

belirlemek ic¢in antikorlarla muamele edilir. Western blot analizinin genel

asamalari; Jel elektroforezi, transfer, blocking, Primer ve Sekonder Antikor ile

tespit ve goruntilemedir. Calismamizda dasatinib ile muamele edilen K562

hucrelerinde PP2A ve alt birimlerinin protein ekspresyonseviyelerini

saptamak icin Invitrogen iBlot™ Dry Blotting System kullanilarak western

breeze kiti (Thermo Fisher Scientific) ile western blot analizi yapilmistir.

Tablo 8 : Western Breeze Kit Bilesenleri

Blocking/Diluent A

Blocking/Diluent B

Antibody wash solution

De-bubbiling rulosu

Kromojenik substrat

=

Protokol:

izole edilen proteinlerin Lowry yéntemi ile miktari saptanmistir. Hazir
jelde her bir kuyucuga esit protein miktar yuklenecek sekilde

orneklerden kag pl protein kullanilacagi hesaplanmigtir.

. Jelde yurutmek igin, LDS Sample Buffer (4X), H20, Reducing Buffer

(10X) ve hesaplanan miktardaki protein karisimi ve marker jele
yuklenmigtir.

Jelin yGramesi icin 475 ml distile su ile 25 ml Running Buffer karistilirip
tampon hazirlanmistir.

Ornekler hazir jele yiklendikten sonra 200 V'da 60 dk yUritiimastar.

5. Jelden membrana tranfer igin iblot cihazinin programi ayarlanmigtir.

Anot ve katot stacklari, yluratilen jel ve transfer membrani diizglince
yerlestirldikten sonra 8 dk'lik program segilmis ve transfer

gergeklestiriimistir.
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6. Jel transferinden sonra membrana bloklama islemi yapilmistir. 1
saatlik blokma slresince membran shakerda bekletilmigtir. Blocking
sollsyonu i¢in 5 ml H20, 2 ml Dilient A ve 3 ml Dilient B karisimi
hazirlanmistir.

7. 1 saatlik surenin ardindan primer antikor uygulamasi yapilmigtir.
Primer antikor olarak PP2A’nin A ve C alt birimlerinin ile regulator B alt
biriminin antikorlari kullaniimistir.

8. Bir saatlik primer antikor uygulamasindan sonra 3 kez wash solution
ileyikama yapilimistir.

9. Yikamalarin ardindan sekonder antikor eklenmistir ve shakerda
bekletilmigtir.

10. Antibody wash sollsyonu ile 5’er dakikadan 3 kez yikama yapilmistir.

11.Sonrasinda 2’ser dakikadan iki defa membran su ile yikanmigtir.

12.Su uzaklastiriidiktan sonra membran Uzerine5 mi
Chromogenicsusbtrat reaktifi eklenmistir.

13.5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

14.Membranda mor bant gorulene kadar shaker da bekletiimis ve bant

elde edildikten sonra goruntulenmigtir.
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BOLUM Ill

3.1 BULGULAR

3.1.1 Dasatinibin K562 Hiicre Serisi UzerineSitotoksik Etkisinin WST-1
Testi ile Degerlendirilmesi

Kronik miyeloid 16semiye (KML) model hucre serisi K562 hucrelerinin
sitotoksisite analizleri WST-1 testi ile yapilmigtir. Deneylerde 6x10%
hicre/kuyucuk olacak sekilde Ug¢ tekrarli olarak calisiimistir. Dasatinibin
0,00001-100 nM araligindaki dozlari 24, 48 ve 72. saatler olmak uzere
hicrelere uygulanmis ve sitotoksisitesi belirlenmistir. Dasatinib ile muamele
edilmeyen hucreler de kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Dasatinibin
K562 hucrelerinde 1Cso dozu 48.saatte 4,6 nM olarak bulunmustur. (Grafiik
1).
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Grafik 1: K562 hicrelerinde Dasatinibin sitotoksisitesi

3.1.2 Dasatinibin ve Okadaik Asitin K562 Hiicre Serisi Uzerindeki

Apoptotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Dasatinibin ICso dozu 4,6 nM ve okadaik asitin 2,5 nM ve 25 nM olarak

secilen iki dozu ile 48. saatte apoptoz calismasi yapilmistir. Uygulanan
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maddelerin K562 hicre serisi Uzerideki apoptotik etkileri, Annexin V ve Apo

Direct Tunnel yontemleri kullanilarak saptanmigtir.

3.1.2.1 Annexin V Metodu ile Dasatinib veOkadaik asit’in K562 Hiicre

Serisi Uzendeki Apoptotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Annexin V yontemi iledasatinibin 1Cso dozu ile PP2A inhibitdri okadaik
asitin 2,5 nM ve 25 nM’lik dozlarina bakildiginda, 48.saatte kontrole gore
dasatinib ile muamele sonucu 1,4 kat, okadaik asitin 25 nM dozunda 2.41
kat, apoptoz artisi saptanmigtir. Dasatinibin 1Cso dozu ile okadaik asitin 2,5 ve
25 nM dozlarinin ayri ayri kombinasyonlarinda sirasiyla 2,35 ve 3,76 kat artis
belirlenmistir (Grafik 2).
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Grafik 2 : K562 hicre serisi Uzerine dasatinib, OA ve kombinasyonlarinin

apoptotik degisime etkisi (Annexin V)

3.1.2.2 Apo Direct Tunel Yéntemi ile Dasatinib ve Okadaik asitin K562

Hiicre Serisi Uzendeki Apoptotik Etkisinin Degerlendirilmesi

Apo Direct Tunel analiziyle, kontrol grubu ile kiyaslandiginda dasatinibin
ICs0dozu 4,6 nM’'da 6.79 kat, 25 nM okadaik asit uygulanan grupta 24,65 kat,
dasatinib ve okadaik asitin 2,5 nM doz kombinasyonunda 16,45 kat, dasatinib

51



ve okadaik asit 25 nM kombinasyonunda ise 49,38 kat apoptoz artisi

gOzlenmistir (Grafik 3).
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Grafik 3: K562 hiicre serisi Uzerine dasatinib, OA, Cal A ve

kombinasyonlarinin apoptotik degisime etkisi (Tunnel Yontemi)

3.1.3 PP2A’nin Hiicre Déngsii Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Dasatinibin ICso dozu ile okadaik asit 2,5 nM ve 25 nM tek tek ve
dasatinib ile kombinasyonlarinin PP2A Gzerinden hucre dongusune etkisini
belirlemek icin baslangigta 6-kuyucuklu platelere kuyucuk basi 5x10°

ekilmigtir. Hicre dongusu analizi sonuglarimiza gore, okadaik asitin 2,5 ve 25
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nM da G2/M fazinda kontrole kiyasla sirasiyla 1,48 ve 2,46 kat artis
belirlenmistir (Grafik 4).

A1 Kontrol ADZ2 Dasatinih
= Gate: (P11 in allh = Gate: (P11 in allh

Count

Count

FL1-A FL1-A

AlS oka 2.5 nk ADG oka 25 nk
= Gate: (F1in all = Gate: (F1in all

Count

Count

FL1-A FL1-A

54



A9 Das+0ka 2.5 n A10 Das+0ka 25 ni
= Gate: (F1in all = Gate: (F1in all

FL1-A FL1-A

Grafik 4: Dasatinib ve OA’in hucre dongusu uzerine etkisi

3.1.4 Dasatinibin PP2A Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bu amagla 6-kuyucuklu platelere 24., 48. ve 72. saatler i¢in doz ve
kontrol olmak (izere ayri ayri kuyucuk basi 2x108 hiicre ve (g tekrarli olacak
sekilde ekim vyapilmistir. K562 hicrelerinin, dasatinbin [ICso dozu ile
muamelesi sonucunda PP2A’nin enzim aktivitesinde 72. saatte kontrole

kiyasla 13,9 kat azalis gozlenmistir (Grafik 5).
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Grafik 5: PP2A Enzim Aktivitesinin Degigimi

3.1.5 Dasatinibin PP2A Alt Birim Protein Seviyelerindeki Degisiminin
incelenmesi

Western Blot igin 24.saat, 48.saat ve 72. saatlerde 6-kuyucuklu
platelere her bir 6rnek icin toplam 3x10% hicre ekilmistir. Dasatinib
eklenmeyen gruplar kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Bekleme surelerinin
sonunda toplanan hucrelerden elde edilen protein izolasyonuyla elde edilen
proteinler ile yapilan western blot sonucunda PP2A’'nin iglevsel alt birimi olan
katalitik alt birimi C'de kontrole kiyasla zamana bagli azalis gorulmustar.

Regulator ve yapisal alt birimlerde dnemli bir degisiklik bulunmamistir.
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B- actin 45 kDa

Sekil 13: Dasatinib ile muamele edilmis K562 hicrelerinde PP2A/A,
PP2A/B ve PP2A/C alt birimlerinin protein ifade degisimlerinin western blot
analizi. 1) Marker, 2) 24.saat kontrol, 3) 24.saat Dasatinib ICso dozu
uygulanmis K562, 4) 48.saat kontrol, 5) 48.saat Dasatinib ICso dozu
uygulanmig K562, 6) 72.saat kontrol, 7) 72.saat Dasatinib ICso dozu
uygulanmig K562.
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BOLUM IV

4.1 TARTISMA

Kronik miyeloid 16semi (KML), normal miyeloid hicrelerin birikmesiyle
karakterize edilen miyeloproliferatif hastaliktir. 100.000 insandan 1-2
insidansda gorulmektedir. KML hastalarinin %90°dan fazlasi kronik faz (CP)
olarak bilinen erken fazda teshis edilmektedir (106). KML, Philadelphia (Ph)
kromozomunun varligiyla karakterizedir. Bu Ph kromozomu, (9;22)(q34;911)
resiprokal translokasyonu sonucunda olugsmaktadir ve 9. kromozom
uzerindeki ABL1 onkogeniyle 22. kromozomdaki BCR geni yan yana
siralanir. BCR-ABL1 fuzyon onkogeni artmig ABL1 kinaz aktivitesine sahiptir
(106).

Imatinib gibi tirozin kinaz inhibitdrleri KML'de 6nemli basari saglasa da
aktif kinaz bdlgesinde olugsan mutasyon ya da ila¢ direnciyle sonuglanan
kromozomal/molekuiler anomaliler hastanin tedavi durumunu degistirmistir ve
yeni stratejilerin gerekliligini ortaya koymustur (107). Dasatinib, imatinib
direcli hastalara alternatif olarak kullaniimaktadir. Dasatinib, BCR-ABL
proteinini hedefleyen ikinci-nesil tirozin kinaz inhibitérudur. Dasatinib, T315I
mutasyonu hari¢ imatinib direnci olan BCR-ABL mutant hicre hatlarinda ve
yabanil tipin kinaz aktivitesini ve proliferasyonunu inhibe etmektedir (38).
Hucrede kinaz aktivitesinin tersine fonksiyon goren, sinyal iletimininde énemli
rolu olan PP2A’'nin tedaviye yonelik bir strateji olarak degerlendiriimesi son
derece anlamlidir. PP2A, hicrede en Onemli serin/treonin fosfotazdir.
PP2A’nin, KML’'de BCR-ABL1 tarafindan oto-fosforilasyonunun o6nlenerek
inaktif durumda oldugu bilinmektedir (108,109). Calismamizda KML hucre
serisi modeli olusturan K562 hucrelerinde ikinci-nesil tirozin kinaz inhibitoru
olan dasatinibin, PP2A enzim aktivite dizeyini ve PP2A katalitik ve
regulatuvar alt birimlerinin protein ekspresyonu seviyesi Uzerindeki

degisikligi belirlemeyi hedefledik.

Bu amagila, ilk olarak dasatinibin K562 hucre serisi Uzerine sitotoksik
etkisi saptanmistir. Calismamizin sonucunda, dasatinibin K562 hicreleri
uzerinde IC50 degeri WST-1 yontemi ile 48.saatte 4,6 nM olarak
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belirlenmistir. Literatirde dasatinibin sitotoksik etkisini arastiran birgok
calisma bulunmaktadir. Bu calismalardan birisi, Dalgic ve arkadaslari,
tarafindan gergeklestiriimis ve dasatinibin K562 hiicre serisi tUzerindeki IC50
dozunu XTT yontemi ile 48.saatte 3,3 nM olarak bulmuslardir (110). Bu
calisma bizim sonucumuzla benzerlik gostermektedir. Bu durumun
dasatinibin TKI etkisinden kaynakladigint dusinmekteyiz. Bir bagka
calismada ise Takeuchi ve arkadaslari, K562 hucre serisi Uzerinde
dasatinibin IC50 dozunu 48.saatte 0,514 nM olarak bulmuslardir (111).
Takeuchi ve arkadasglari, K562 hicre serisi Uzerinde dasatinibin IC50 dozunu
48.saatte 0,514 nM olarak bulurken (111) Skoglund ve arkadaslari da MTT
analizi sonucu K562 hicreleri icin dasatinibin IC50 dozunu 1,6 nM olarak
belirlemislerdir (112). Diger bir calismada Okabe ve arkadaslari normal K562
hicre serisinde dasatinibin IC50 dozunu 1Tnmol/L, imatinib direngli K562 IM-R
hiicre serisinde 10nmol/L olarak bulmuslardir (113). Ornek olarak
gOsterdigimiz diger calismalarda IC50 deg@erinin dlslik olmasini hiicre pasaj

sayisi ve hucre yasi ile orantili olabilecegini dUsunmekteyiz.

Calismamizin ikinci adiminda, PP2A’nin apoptoz ve hucre sagkalimi ile
iligkisi incelenmigtir. Yapilan c¢alismalarda PP2A nin apoptoz Uzerine etkisi
gosterilmistir (114, 115). Bizim calismamizda da okadaik asitin 2,5 nM ve 25
nM olmak uzere iki dozu uygulanmigtir. Annexin V ydntemine goére 25 nM
okadaik asit uygulanan K562 hicre serisinde apoptoz kontrole gore 2,41 kat
artmistir. 2,5 nM okadaik asit uygulamasinda apoptozda anlaml degisim
olmamistir. Uygulanan 2.5 nM konsantrasyonda apoptozda anlamli degisiklik

olmamasini dusuk konsantrasyon kaynaklh olabilecegini dusinmekteyiz.

Apo-Direct Tunnel yontemi ile apoptoz analizi sonuglarinda, okadaik
asitin kontrol ve dasatinibe oranla apoptozu PP2A baskilanmasina bagl
olarak arttirdigi belirlenmigtir. Dasatinibin IC50 dozunda apoptoz 6,79 kat
artarken 25 nM okadaik asit uygulanan grupta apoptoz kontrole kiyasla 24,65
kat artmistir. 25 nM okadaik asit ile dasatinib kombinasyonunda ise apoptoz
49,38 kat artmistir. Doz artigiyla orantili olarak apoptoz oraninin da artmig

oldugunu belirledik.
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Losemi hucre serisi K562°de, PP2A baskilanmasina bagl olarak
okadaik asitin DNA fragmentasyonuna yol acip apoptozu indukledigini
diisinmekteyiz. iki analiz arasindaki farkliigin ise, yéntemlerin, apoptozun
farkh evrelerini saptamasindan kaynakladigini didstnmekteyiz. Bizim
sonuclarimizla benzer sekilde, Bodreau ve arkadaslarinin Cal A ve okadaik
asit ile yaptiklari galismada, T hicrelerinin devamhligi icin PP2A’nin dnemini
saptamiglardir. Jurkat ve CCRF-CEM T I6semi hlcrelerini 10 nM Cal A ile
muamele ederek apoptozun 6zelligi olan DNA fragmentasyonunun 18.saatte
arttigi 48.saatte de en ust seviyeye ulastigini bulmuslardir. Jurkat
hacrelerinde 10 nM Cal A ile apoptozun %58, CCRF-CEM hucrelerinin %52
arttigini belirlemiglerdir. Yine ayni ¢alismada, apoptozdaki benzer degisimler
100 nM okadaik asit ile de saptanmistir. 100 nM okadaik asit ile kontrole
kiyasla Jurkat hucrelerinde %42, CCRF-CEM hucrelerinde %49 kat apoptoz
artigi belirlenmistir. Sonuclara gore PP2A’nin apoptoz ve hicre sagklalimi
arasindaki denge icin 6nemini ve PP2A’'nin apoptozun negatif regulatori
oldugunu belirlemislerdir (114). PP2A baskilanmasina iligkin olarak yapilan
diger bir calismada Riordan ve arkadaslari, 10 nM okadaik asitin HL-60 hicre
serisinde zamana bagimli sekilde apoptozu indukledigi bulunmustur. Bu
sonucun azalmis Bcl-2 protein ve mRNA seviyesiyle iligkili oldugunu ortaya
koyarlarken (115) Benito ve arkadaslarinin yaptigi calismada da, K562
hicrelerine 48 saat sureyle 15 nM OA uygulamasi sonucu, Bcl-XL mRNA
seviyesinin azalmasina bagli olarak apoptozda artis bulmuslardir (116).
Yapilan c¢alismalardaki apoptoz sonuglari bizim sonuglarimizla benzerlik
gOstermektedir. Ancak diger taraftan PP2A’nin kompleks yapisi ve cesitli
sinyal yolaklarina farkh sekilde etki etmesinden dolayi PP2A’nin apoptoza
hem anti-apoptotik hem de pro-apoptotik etkisinin oldugu ¢alismalarla ortaya
konmustur. Ornegin; Chiang ve arkadaglarinin yapti§i calismada, 5nM
Calyculin A wuygulanan FL5.12 hicrelerinde apoptozun baskilandigini
bulmuslardir. Calismalarinda, baskilanan PP2A nedeniyle, pro-apoptotik
fonksiyon goéren BAD’In defosforilasyonunun inhibe oldugunu belirlemiglerdir.
inhibisyon ile BAD defosforilasyonunun engellenmesi FL5.12 hiicrelerini IL-3
geri ¢ekilmesiyle-indiklenen apoptozdan kurtardigini 6ne strmuslerdir (117).
Bu sonuglara gore PP2A’nin pro-apoptotik etkisini ortaya koymuslardir. Bu

durumun PP2A’nin, hiucre serisi ve inhibitdor dozuna bagl olarak ve farkli
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yolaklar uUzerinden PP2A fonksiyonuna bagh olarak hem apoptozu
indUkleyebilecegini hem de hicre canlihdinin devamini saglamakla iligkili

olabilecegini dusinmekteyiz.

Calismamizin bir diger amaci, PP2A’nin OA ile baskilanmasinin hicre
dongusu Uzerine etkisini incelemekti. Sonuglarimiza gore, 2,5 ve 25 nM
dozlarinda okadaik asit uygulanan K562 hucrelerinde kontrole kiyasla G2/M
fazinda sirasiyla 1,48 ve 2.46 kat bir artis saptadik. Okadaik asitin,
apoptazdaki artisa sebep olmasiyla uyumlu olarak hicre dongusu arestini de
G2/M fazinda indukledigini belirledik. Gong ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, 30 nM okadaik asit uyguladiklari pankreatik ve meme kanseri
hicrelerinde PP2A/UJNK/Sp1/CDK1 bagimli yolak Uzerinden G2/M arestinin
indUklendigini bulmusglardir. (118). Taylor ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
da, 48 saat 0-9 nM OA ile muamele edilmis hicrelerde G2/M fazinda hucre
dongusu arresti saptanmis ve kontrolsiz artmig DNA icerigi saptanmigtir
(119).

Literatlrde bizim sonuglarimiza benzer galismalar bulunmaktadir. PP2A
inhibitéri OA ile muamele sonucu PP2A baskilanmasina bagli olarak DNA

icerigi artmig, G2/M fazinda hlicre déngusu arresti gergeklesmistir.

Calismamizin bir diger amaci, KML’de degisime ugramis PP2A’nin
dasatinib ile muamelesi sonucu enzim aktivitesindeki degisimi belirlemekti.
Sonuclarimiza gore, dasatinib uygulanmis K562 hicre serisinde 72. saatte
enzim aktivitesinde azalis belirlenmigtir. Apoptoz sonuglarimiz ile PP2A
enzim aktivite sonuclarinin uyumlu oldugu goérilmektedir (120). Sahin ve
arkadaslarinin  PP2A ile ilgili calismada, Gossypol uygulanan HL60
hicrelerinde PP2A fosfotaz aktivitesinin zamana bagli sekilde azaldigini
bulmuslardir (121). Saydam ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, 1C50
dozunu 600 IU/ml olarak belirledikleri IFN-a-2b uygulanan K562 hucre
serisinde zamana bagimh sekilde PP2A enzim aktivitesinin arttigi
bulmuslardir. Artan fosfotaz aktivitesini galismadaki artan apoptoz sonuglari
ile tutarll olarak degerlendirmiglerdir. Bununla birlikte, PP2A katalitik alt
birimde  IFN-a-2b  muamelesi  sonucu herhangi  bir  degisim

kaydedememislerdir (120).
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Enzim aktivitesiyle ilgili sonuglar bizim sonucglarimizla benzerlik
gostermektedir. Diger farkhliklarinin hiicre serisi ve uygulanan doz ve etken

madde farklihgindan kaynaklandigini disinmekteyiz.

Calismamizda son olarak, dasatinib uygulanan ve uygulanmayan
hucrelerde PP2A’nin alt birimlerindeki protein seviyelerinin degisimlerine
western blot ile baktigimizda, dasatinibin PP2A’nin katalitik C alt birimlerinde
kontrole kiyasla azalma gdézlemledik. Sahin ve arkadaslarinin PP2A ile ilgili
¢calismada, Gossypol uygulanan HL60 hicrelerinde western blot ile PP2A
katalitik alt birim ekspresyonunda zamana bagli olarak azalma bulmusglardir.
Gossypol’'un PP2A inhibitdrt olabilecegini ileri sirmuslerdir (121). Biray Avci
ve arkadaslarinin Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) ve CCRF-CEM
hacreleri ile yaptiklari galismada 72 saatlik CAPE muamelesinden sonra
PP2A katalitik C alt birimde azalma belirlemislerdir. PP2A baskilanmasiyla
tutarli olarak, apoptozdaki artisi CAPE’nin PP2A inhibitdri olabilecegi
seklinde iligkilendirmislerdir. (122). Bizim sonucumuzla tutarl olarak, 2009’'da
Wei ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da, insan fosfotazlarini hedef alan
Lenalidomid uygulanan U937 hidcre hattinda azalan PP2A C alt birim
seviyesinin artmig apoptoz ve hucre dongusu arestiyle iliskili oldugu
bulunmustur (123). Bu sonucun, C alt biriminin hedefi olan sinyal yolagini
regule ederek apoptoz ve hicre dongusu arestini gerceklestirdigini

disunmekteyiz.

Sonug olarak, K562 hiicre serisinin dasatinib ile muamelesi sonucu,
dasatinibin sitotoksisitesini literatlirle uygun olarak 4,6 nM olarak belirledik.
Ayrica, PP2A’nin inhibitdri olan okadaik asit uygulamasi sonucu hucre
canlihgr ve apoptoz arasindaki dengede oOnemli roli olan PP2A ‘nin

baskilanmasina bagli olarak apoptozun okadaik asit ile arttigini saptadik.

Calismamizin asil amaci olan KML'de baskilanmis ya da degisime
ugramis PP2A’'nin dasatinib ile muamelesi sonucu enzim aktivite ve alt birim
protein seviyelerini inceledik. Bcr-Abl+ K562 hicrelerinin dasatinibin 1C50
dozu ile muamele edilmesi sonucunda, PP2A fosfotaz enzim aktivitesinde 72.
saatte azalis gozlemledik. Dasatinib, PP2A’nin islevsel aktiviteden sorumlu

olan katalitik C alt biriminde 6nemli azalisa sebep oldugunu goézlemledik.
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Bugune kadar, dasatinib, imatinib vs. gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin PP2A
enzim aktivitisi ve protein seviyesi Uzerine etkisi daha once c¢aligiimamigtir.
Ancak tirozin kinaz inhibitéri olmasa da diger anti-kanser ajanlarinin da K562
hucre serisinde PP2A enzim aktivitesinin azalmasi bizim sonuclarimizla
paralellik gostermektedir. PP2A’nin inhibisyonu sonucu K562 hicre serisinde
apoptoz arttirmigtir ve okadaik asit ile dasatinib kombinasyonu sinerijitik etki
yaparak apoptozda daha belirgin bir artisa sebep olmustur. PP2A’nin

hicresel birgok fonksiyonu oldugu bilinmektedir.

Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda PP2A inhibitorlerinin in vivo
calismalar ile desteklenmesi durumunda KML tedavisinde teropatik hedef

olarak degerlendirilebilecegini duginmekteyiz.

63



BOLUM Vv
5.1 SONUG VE ONERILER

Calismamizda; kronik miyeloid I6semi hicre hatti olan K562
hicrelerinde dasatinibin ve okadaik asitin sitotoksik, apoptotik ve sitostatik
etkileri incelenmigtir. Ayrica ¢alismamizin asil amacini olusturan PP2A’nin
dasatinib ile muamelesi sonucunda enzim aktivite degisimleri ve protein

seviyesinde ne gibi degisimlere neden oldugunu calisiimigtir.

Dasatinibin K562 hcre serisinde ICso dozu 48.saatte 4,6 nM olarak

saptanmigtir.

Annexin V ydntemi ile dasatinibin 1Cso dozu ile PP2A inhibitdéri okadaik
asitin 2,5 nM ve 25 nM’lik dozlarina bakildiginda, 48.saatte kontrole gore
dasatinib ile muamele sonucu 1,4 kat, okadaik asitin 25 nM dozunda 2.41
kat, apoptoz artisi saptanmistir. Dasatinibin ICso dozu ile okadaik asitin 2,5
ve 25 nM dozlarinin ayri ayri kombinasyonlarinda sirasiyla 2,35 ve 3,76 kat

artis belirlenmigtir.

Apo Direct Tunel analiziyle, kontrol grubu ile kiyaslandiginda dasatinibin
IC50 dozu 4,6 nM’da 6.79 kat, 25 nM okadaik asit uygulanan grupta 24,65
kat, dasatinib ve okadaik asitin 2,5 nM doz kombinasyonunda 16,45 Kat,
dasatinib ve okadaik asit 25 nM kombinasyonunda ise 49,38 kat apoptoz

artig1 gozlenmistir.

Hucre dongusu analizi ile okadaik asitin 2,5 ve25 nM dozlarinda

kontrole gore G2/M arrestini sirasiyla 1,48 ve 2,46 kat arrtirdigi belirlenmistir.

Calismamizin diger basamaginda, serin/treonin fosfataz analizi
sonuglarina gore 24. ve 48. saatlerde dasatinibin ICso dozu 4,6nM’da fosfataz

aktivitesinin kontrole gore arttigr bulunmustur.

Dasatinib ile muamele edilen K562 hucreleri ile etken madde
uygulanmayan kontrol gruplarindan elde edilen proteinler ile western blot
analizi sonucunda PP2A’'nin yapisal A alt birimi ve regulator B alt birimlerinin
protein seviyelerinde degisim gozlenmezken, katalitik alt birimininin protein

seviyesinde belirgin azalis gézlenmistir.
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Sonug olarak, tirozin kinaz inhibitérd olan dasatinib ile PP2A arsindaki
iligki ilk defa tarafimizdan galisiimis olup, pek ¢ok hucresel olayda gorev alan
ve hucrede fosforilasyon/defosforilasyon dengesinin saglanmasinda kritik rol
oynayan PP2A’'nin KML tedavisinde yeni bir terapotik hedef olabilecegini

disunmekteyiz.
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