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ONSOZ

Bu tez calismasinda Yiiksek Doz Metiprednizolon’un K562s ve K562r
hiicrelerindeki metabolik, apoptotik ve otofajik etkisi arastirilmistir. Elde edilen
bulgular, yeni gelistirilecek tedavilerin hiicre metabolizmasina hassasiyetle iliskili ve
metabolik manipulasyonlarla gelistirilebilecek yonde olmasi konusunda fikir
vermektedir. Kanser hiicrelerinde artan metabolizma ve hiicreye glikoz alimina
Metilprednizolonun etkisi gosterilmistir. Metilprednizolonun glukokortikoid yapida
olmas1 ve glukokortikoidlerin metabolizmay1 yavaslatici, hiicreye glikoz alimini
azaltict etkisi goz Onilinde bulunduruldugunda, direngli KML hiicrelerinde
metabolizmay1 yavaglatarak, onkogenik etkiyi azalttig1 ve metabolizmanin yakindan

iliskili oldugu apoptotik yolaklar1 aktive ettigi gosterilmistir.
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Deneylerimin her asamasinda 6zveriyle ve ictenlikle yardimlarim1 benden
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Bu tez calismami hazirlamam sirasinda bana verdikleri sonsuz destek,
gosterdikleri fedakarlik ve anlayistan dolayr canim anneme, babama ve kardesime

tesekkiir ederim.
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1. GIRIS
1.1. Kronik Myeloid Lésemi

Kronik myeloid 16semi (KML), (9;22) (q34;911) dengeli resiprokal
translokasyonunun sonucu olusan Philedelphia (Ph) kromozomu ile karakteristik
myeloproliferatif bir hastaliktir. Bu translokasyonun sonucunda olusan BCR-ABL1
onkogeni, siirekli kinaz aktivitesi gosteren kimerik BCR-ABL1 proteinini
kodlamaktadir (Quintas-Cardama ve ark., 2006). BCR-ABL1 fiizyon geni tasiyan
pluripotent hematopetik kok hiicreler klonal olarak hizlica ¢ogalarak KML’ye neden
olmaktadir (Sekil 1.1).

RESIPROKAL TRANSLOKASYON

9g* +
i Philadelphia Kromozomu (Ph)
1(9:22) (q34:11)

Transkripsiyon
&Translokasyon

- p210 BCR-ABL
2 Y D D Y-
|

Siirekli Aktif Tirozin Kinaz

|

Kontrolsiiz Sinyal Tletimi

Artms Hiicre Azalan Hicre Adezyonud Azalmi Hiicre
Proliferasvonu Artan Hiicre Mobilitesi Farkhlazmasi

Hiicre Iskeletinde Apoptoziste Artan Mitojeniks Sinyal
Bozulma Azalma h N

!

KRONIE MYELOID LOSEMI

Sekil 1.1. KML’nin Olusuma Neden Olan Molekiiler degisiklikler (Frazer ve ark.,
2006)




ABL proteinin normal tirozin kinaz aktivitesi siki kontrol altindadir ancak
translokasyon sonucu BCR dizisinin eklenmesiyle olusan BCR/ABL proteini siirekli
devam eden tirozin kinaz aktivitesine neden olmaktadir. Bu sekilde BCR/ABL ¢ok
sayida substratin fosforillenmesine neden olarak bircok sinyal yolaginin
etkilemektedir (Sekil 1.2). Aktivitesini hiicre proliferayonu ve transformasyonunu
artirarak, biiyiime faktorii bagimli yolaklar1 baskilayarak, apoptozise direng
mekanizmas1 gelistirerek ve kemik iligi ve stromasindaki adhezyonu bozarak

gosterdigi bilinmektedir (Thielen ve ark., 2011).
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Sekil 1.2. BCR-ABL Sinyal Yolag: (Frazer ve ark., 2006)

KML’nin tedavisinde kullanilan Imatinio BCR/ABL kinaz domaine
baglanarak, BCR/ABL’1n ATP baglanmayan inaktif formda stabilize olmasin1 saglar
ve bu sekilde tirozin otofosforilasyonunu ve ardindan gerceklesecek olan cesitli
substratlarin fosforilasyonunu onlemektedir. ATP baglanan bdlgesiyle yarisarak
BCR/ABL kinaz aktivitsini inhibe etmektedir. Bu sayede BCR/ABL onkoproteinin
aktivitesi bozulmus olur boylece hiicre proliferasyonu baskilanir ve apoptozis

indiiklenir (Hehlmann ve ark., 2007; Trela ve ark., 2014) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Imatinib Etki Mekanizmasi (Trela ark.,2014)

Imatinib mikromolar konsantrasyonlarda tiim ABL, ABL-iligskili gen
proteinleri veya KIT reseptorii gibi platelet-kaynakli bilylime faktor reseptorlerinin
kinaz aktivitesini inhibe etmektedir. Direncte en sik goriilen mekanizma BCR/ABL
domaininde meydana gelen mutasyonlardir. Bu mutasyonlar kinaz domaininde
konformasyonel degisiklige neden olarak imatinibin BCR/ABL'a baglanmasini
engellemektedir (Klawitter ve ark., 2009). Bu mekanizma sekonder direng
mekanizmasi olarak degerlendirilmekte ve hastaligin relapsina neden oldugu hastalar
ile yapilan ¢alismalarda ortaya konulmaktadir. Birincil direng mekanizmasi gelistiren
hastalarda ise BCR/ABL mekanizmasindan bagimsiz olarak direng gelistigi
bulunmustur. Bir¢ok vakada Imatinib tedavisi basarili sonuglar vermesine ragmen
tim 16semik hiicreleri tamamen yok edememektedir. Bu durumda da hastaligin
relapsim1 engellemek i¢in siirekli bir ilag uygulamasi gerekmektedir. KML’nin
progresyonu ve Imatinib direnci DNA metilasyonu gibi epigenetik degisiklikler,
antiapoptotik ve apoptotik genlerin transkripsiyonel regiilasyonu progresyonla iligkili
genler ve oksidatif stres ile yakindan iliskili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte,
hiicre adezyonu, ilag metabolizmasi, protein tirozin kinazlar ve fosfatazlarin
ekspresyonu imatinib diren¢li ve hassas hiicrelerde farklilik gostermektedir. Aym
sekilde Imatinib direncli ve hassas hiicrelerde apoptotik yolaktaki gen ekspresyonlari
da farklilhik gostermektedir. Primer KML hiicrelerinde normal kemik iligi

hiicreleriyle karsilastirildiginda ¢ok diisiik seviyede Bim ekspresyonu goriiliirken,



Imatinib direngli hiicrelerde BCL-2 geninin ekspresyonunun arttig1 saptanmistir. Bu
nedenle Imatinib ile apoptozisi indiiklerken, apoptotik etkiyi artiracak bir ajan ile
kombinasyonun daha etkili sonuclar saglayacag: diisiiniilmektedir (Trela ve ark.,

2014).
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Sekil 1.4. BCR/ABL pozitif myeloid progenitdr hiicredeki sinyal yolaklar1 (Quintas-
Cardama ve ark., 2009)

Imatinibin etkililik ve direnci ile molekiiler mekanizmalar arasindaki iliski iyi
bilinse de imatinib tedavisinin metabolik sonuglar1 hala bilinmemektedir. BCR-ABL
pozitif hiicrelerde yliksek afiniteli GLUT-1 glukoz tasiyicisinin ekspresyonu
goriilmektedir ve hiicreye glukoz alimi artmaktadir. Son ¢alismalar, glukoz-substratl
fluxin kontroliiniin imatinibin anti-proliferatif etkisinde 6nemli bir mekanizma
oldugunu ve imatinibe hassas hiicrelerin mitokondriyal homeostazi siirdiiriirken
glikolitik aktivitelerinin azaldigim1 gostermektedir (Sekil 1.4). Sonug olarak enerji
metabolizmas1 0Ozellikle apoptozisin indiiklenmesinde  antikanser tedavilerinde
olduk¢a hassas bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Klawitter ve ark.,

2009).



1.2. Kronik Myeloid Losemi ve Metabolizma

Imatinib hassas ve direncli hiicreler arasindaki metabolik farkliliklar hiicre
proliferasyon orani, apoptozisin indiiklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hiicre i¢i imatinib
konsantrasyonu ile korelasyon gostermektedir. Glukoz metabolizmasinda meydana
gelen azalmanin Ozellikle ilaca hassas hiicrelerde onemli derecede olmasi, hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozisin baglamasinda hiicre spesifik bir
metabolik cevap oldugunu gostermektedir. Direngli hiicrelerde ise imatinib
uygulamasina ragmen proliferasyonun devam etmesi ve apoptozise gitmemeleri
artmis fosofolipit sentezi ve yiiksek seviyede glikolitik aktivite igeren fenotipin
varhiginin gostergesi olmaktadir (Klawitter ve ark., 2009). Yapilan calismalarda
K562 hiicrelerinde imatinib ile BCR/ABL aktivitesinin inhibisyonunun hiicrenin
glukoz metabolizmasinda oOnemli degisikliklere neden oldugu gosterilmistir
(Gottscalk ve ark., 2004; Barnes ve ark., 2005). Bcr-Abl pozitif hiicreler yiiksek
afiniteli GLUT-1 glukoz tasiyicisti eksprese ederek yiiksek seviyede glukoz
almaktadirlar. Bu nedenle imatinibin glukoz fluxundaki ve hiicre metabolizmasindaki
etkisi apoptozisten direng gelisimine kadar bircok konuda hiicredeki degisimlerin
anlagilmas1 konusunda 6nem arz etmektedir. BCR-ADI fiizyon geni 6rnegin glukoz
alimin1 ve hiicrenin hayatta kalimini artirabilir. Tirozin kinaz inhibitorii imatinib bu
hiicrelerde hayatta kalim sinyalini durdururken glikolizin azalmasima ve hiicre
Oliimiine sebep olmaktadir. Artik metabolizmanin azalmasiyla biiyiime faktorleri

inhibe olarak hiicre 6liimii baslamaktadir (Mason ve ark., 2010).

Glukoz tiiketimi hiicrelerde direkt olarak enerji iiretimiyle iliskilidir. Kanser
hiicrelerinde de aerobik glikoliz ile yiliksek seviyedeki enerji ihtiyaci
karsilanmaktadir. Glukoz metabolizmasindaki dnemli degisim imatinib tedavisiyle
ortaya ¢ikmaktadir. K562 hiicrelerindeki glikoliz orani imatinib tedavisitle birlikte
proliferasyondaki azalmaya bagli olarak diismekte, bu nedenle de daha az laktat
tiretilemktedir. Glukozdan glutamat {iiretimindeki azalma imatinib varliginda
azalmaktadir. Direngli hiicrelerde ise glikoliz ve laktat seviyesinde artis devam
etmektedir. Yiiksek glikoz alimi glikolitik enzimlerin aktivitesinin artmasina neden

olmaktadir ki bu da onkogenezisin dnemli gostergelerinden biridir. Artmis glikolizin



hizli ¢ogalan hiicrelerde onkogenezde rol oynayan énemli sinyal yolaklar: tarafindan
kontrol edildigi gosterilmistir (Klawitter ve ark., 2009). Kanser hiicreleri biiyiime
faktori olmaksizin biiyiime faktoriinii taklit eden sinyallerle olusabilir ve bu
yolaklarin inhibisyonunun kanser hiicrelerini ortadan kaldirmakta etkili bir yol
oldugu da kanitlanmistir. Buna ek olarak hiicre metabolizmas1 direkt olarak Bcl-2
ailesi proteinlerini regiile etmektedir. Glukoz aliminin azalmasi prosurvival Mcl-1
proteininin degaradasyonuna neden olmakta ve proapoptotik proteinlerden Pumanin
aktivasyonunu  saglamaktadir.  Glukoz = metabolizmasinin  inhibisyonunun
proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax, Bim veya Puma varliginda
gerceklesmesi  hiicre  Olimiinii  etkileyen metabolik yolaklarin  Bcl-2  ailesi
proteinleriyle bir noktada kesistigini gostermektedir. Imatinib ile glukoz
metabolizmasinun azalmasi ama aerobik glikolizin devam etmesi p53 aktivasyonunu
ve hiicre oliimiinii hizlandirirken, glikolizin inhibisyonu imatinib hassasiyetini p53
araciligiyla artirmaktadir. Bu nedenle, glukoz metabolizmasi tek basina p53
aktivasyonuyla ilgili yolaklar1 baskiladigi ve onkogenez ile ve tedavi direnciyle
iligkili olabilecegi diislinlilmektedir. Bim ve Bad gibi proapoptotik proteinler
imatinib tedavisinden imatinib tedavisinden sonraki hiicre dliimiiyle iliskili olmasina
ragmen, Puma'nin hiicre metabolizmasina hassasiyetine 6zgiin oldugu bulunmustur.
Bu bulgu p53 aracili Puma indiiksiyonunun metabolik kontroliiniin imatinib
hassasiyetinde onemli bir belirleyici oldugunu gostermektedir. P53-null K562
hiicrelerinde glikoliz inhibisyonunun imatinib hassasiyetini artirmada etkili
olmamasi, tiimordeki metabolik manipulasyon sonucunun p53 varligina bagh
oldugunu gostermektedir (Mason, 2010). Imatinibe direncli hiicrelerde glukoz
metabolizmasinin artmasi da, metabolizma ve ila¢ direncliligi arasindaki iligkiyi
desteklemektedir. Bu da yeni gelistirilecek tedavilerin hiicre metabolizmasina
hassasiyetle iligkili ve metabolik manipulasyonlarla gelistirilebilecek yonde olmasi
konusunda fikir vermektedir (Kominsky ve ark., 2009). Glukoz-substrat flux
imatinibin antiproliferatif ¢aligma mekanizmasi i¢in 6nemlidir ¢linkii bir¢ok malign
hiicre Ber-Abl pozitif hiicreler yiiksek afiniteli GLUT-1 glukoz tastyicisini eksprese
eder ve glikoz alimmni artirir. Imatinib direngli c-Kit pozitif malignansilerde glukoz
aliminin 6nemli miktarda arttig1 gosterilmistir. Bu nedenle imatinib tedavisine 16semi

hiicrelerinin metabolik cevabinda 6nemli biyolojik gostergeler olarak kargimiza



ctkmaktadir. Tiimoriin biyokimyasinda 6zellikle glukoz alimi ve metabolizmasinda
normal hiicreye gore Onemli farkhiliklar  goriilmektedir. Mitokondriyal
metabolizmanin bozuldugu ve sitozolik glikolizin artti§1 tiimor hiicrelerinde

gozlemlenmektedir (Gottschalk ve ark., 2004).

Imatinib direncli K562r hiicrelerinde glikolitik metabolizma yiiksek seviyede
goriilmekte ve glukoz alimi ve laktat iiretimi artmaktadir. Glukoz alimindaki ve
metabolizmadaki degisiklikler GLUT-1'in plazma membraninidan hiicre igine
translokasyonu ile birliktelik gostermekteyken, imatinib uygulanan duyarh
hiicrelerde GLUT-1 plazma membraninda lokalize olmaktadir (Song ve ark., 2014;
Hulleman ve ark., 2009). Bu nedenle, glikolizin inhibisyonu yiiksek seviyede
metabolizma ile birlikte ilag direnci goriilen tiimor hiicrelerinde etkili bir hedef
tedavi olacagi dislinlilmektedir.  Glikolizin artmasi timor hiicrelerinde
kemorezistansta 6nemli rol oynamaktadir (Song ve ark., 2014). Song ve ark., diger
bir myeloid kokenli 16semi tipi olan AML hiicreleri {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada,
GLUT-1 mRNA ekspresyonunu saglikla kontrol, kismi remisyon ve tam remisyon
goriilen gruba gore remisyon olmayan grupta daha yliksek oldugunu saptamislardir.
Bu da GLUT-1 overekspresyonunun AML'de kemorezistans ile iliskili olabilecegini
gostermektedir. Glukoz temel enerji kaynagidir ve GLUT-1 ekspresyonundaki artis
enerji yararlammmin1  saglama yoniindedir bu da sonucgta kotii prognozla
iligkilendirilmektedir. In vitro yapilan c¢alismalar, glikoliz inhibitorii olan 3-
bromopiriivik asit'in yiiksek seviyede GLUT-1 ekspresyonu goriilen kolon kanseri
hiicrelerinde diisiik seviyede ekspresyon goriilenlerle kiyaslandiginda proliferasyonu
onemli derecede baskiladigimi gostermistir. GLUT-1 ekspresyonu HIF-1a
transkripsyon faktorii tarafindan regiile olmaktadir. Kanserli dokuda HIF-1la aerobik
kosullarda da ekspresyonu indiiklenebilmektedir (Song ve ark.,2014). HIF-la'nin
ilaca direngli 16semi hiicrelerinde ekspresyonu goriilmesi 6nemli bir bulgudur (Deeb
ve ark., 2011; Kluza ve ark., 2011). HIF-1a glikolitik ve antiapoptotik bir¢ok genin
ekspresyonunda onemli rol oynamaktadir, bu da kanser hiicrelerinin hayatta kalimini

ve ilag direncini etkilemektedir (Song ve ark., 2014).



Bcr-Abl kromozom 9 ve 22 arasindaki dengeli translokasyon olup, hemen
hemen tiim KML hastalarinda ve Akut Lenfoblastik Losemi hastalarin1 %20'sinde
tespit edilebilmektedir. Bcr-Abl pozitif 16semi hastalarimin tedavileri Abl kinaz
inhibitor imatinib ile yapilmaktadir. Siirekli aktif bir tirozin kinaz aktivitesi olan Ber-
Abl birgok biliyiime ve antiapoptotik sinyal yolaklarindaki geninin ekspresyonunu
etkilemektedir. Bcr-Abl Ras-MAPK yolagini aktive ederek sonugta antiapoptotik
protein Bcl-2'nin seviyesini artirir. Ber-Abl bununla birlikte PI3K/Akt yolagini da
aktive eder. MTOR yolaginin aktivasyonunu saglayan PI3K/Akt protein sentezinde
temel regiilator rol oynarken, proapoptoik bir gen olan Bad'1 inhibe etmektedir. Ber-
Abl aynm1 zamanda malign hiicrelerin ortak Ozelligi olarak bilinen metabolik
reprogramming ile iligkilidir. Bu hiicrelerde goriilen Warburg etkisi hiicreye glikoz
aliminin, proliferatif kapasitelerinin ve kiitlelerinin artmasini saglamaktadir. GLUT-1
glukoz tasiyicist eksprese olmakta ve glukoz alimi artmaktadir. Hiicre i¢i glukoz
igeriginin artmasi glukoz yikim kapasitesini artirirken, hiicre cevap olarak HIF-1a
ekspresyonunu indiikleyerek fazla glukoz karbonunun laktat olarak atiliminm
gerceklestirmektedir. Bu nedenle HIF-1a upregiilasyonu veya stabilizasyonu ile Ber-
Abl, hiicresel metabolizmay1 degistirerek laktat iiretimini artirmakta ve oksijen
tiketimini azaltmaktadir. Becr-Abl kinaz aktivitesine bagli olarak degisen bu
metabolik regiilasyon imatinib ile inhibisyon sonucunda degiserek aerobik glikolizi
mitokondriyal sitrat dongiisiine yonlendirmekte ve HIF-1o miktarin1 azaltmaktadir.
Dengler ve ark., yaptiklar1 ¢alismada Ber-Abl’in yiiksek seviyede ekspresyonunun
goriildiigii hiicrelerde imatinib uygulamasinin kesilmesinin ardindan Ber-Abl'in akut
aktivasyonu, degisen metabolizma ve hiicre 6liimii arasindaki iliskiyi gostermislerdir.
Bcr-ABL’in hiperaktivasyonu aerobik glikoliz ve glutaminolizin 6nemli derece
artmasina sebep olmustur. Metabolizmadaki bu ani artis p38 ve RIP-1 bagiml hiicre

6liimiiniin indiiklenmesinden sorumludur (Dengler ve ark., 2011).

Akut losemi tedavisinde kullanilan Glukokortikoidler imatinib kesildikten
sonra hiicre Oliimiinii indiikledigi yapilan c¢aligmalarda gdsterilmistir. Imatinib
direngli BaF3 hiicrelerinde yapilan calismada betametazon ve prednizolon varliginda
ve yoklugunda imatinib kesilerek hiicre Oliimii test edilmistir. Her iki

glukokortikoidin uygulandig1 hiicrelerde imatinib yoklugunda hiicre O6liimiiniin



varlhig1 tespit edilmistir. Daha da 6nemlisi kortikosteroidlerin glukoz metabolizmasini
normal sinirlara indirdigi de saptanmistir. Ber-Abl 1in hiperaktivasyonunun goriildigi
hiicrelerde betametazon, glukoz-6-fosfat, fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat
gibi glikolizin anahtar metabolitlerinin seviyesini diigiirdiigii saptanmistir. Bu bulgu
da hiicre oliimiiyle ortak c¢alisan ve Ber-Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki
glutamin ve glikoliz yolaklarmin kortikosteroidler tarafindan antagonize edildigini
gostermektedir (Dengler ve ark., 2011). Onkogenik stres cevabi olarak hiicrede
aerobik glikoliz ve glutaminoliz artmaktadir. Glukoz yararlaniminin ve laktat
tiretiminin yeterli miktarda oksijen olmasina ragmen artmasi malign hiicrelerde ortak
olarak goriilen bir 6zelliktir. Mitokondiryal glikoz oksidasyonunun aerobik glikolize
degisimiyle ger¢eklesen bu metabolik donilistim Warburg etkisi olarak bilinmekte ve
timor hiicrelerinin hem enerji tiretimini hem de anabolik bilylimelerini artiran etkili

bir sistem olarak ¢alismaktadir (Dengler ve ark., 2011).

1.3. Glukokortikoidler ve Kanser

Glukokortikoidler immiin cevap, metabolizma, hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi,
gelisimi  ve {remeyi iceren birgok Dbiyolojik siirecte islev  goriirler.
Glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisi sayesinde, immiin baskilama, inflamasyon
tedavisi ve sitotoksitenin indiiklenmesi i¢in kullanilmaktadirlar. Glukokortikoidler
apoptozisi indiiklemektedirler ve 16semi, lenfoma ve Multiple Myeloma(MM) gibi
bircok hematolojik hastaligin tedavisinde anahtar rol oynamaktadirlar (Sionov ve
ark.,2008). Glukokortikoidler (dekzamethazon gibi), eklem iltihabi gibi atesli
hastaliklar, astim, dermatitis ve otoimmun hastaliklarin tedavisinde ¢ok Onemli bir
yere sahiptir. Dahas1 glukokortikoidler kanser tedavisinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir, 1960’larin baslarinda ¢ocukluk cagi l6semilerinde, hastaligin
gerilemesini  saglamak  icin  kullamlmaya  baslanmistir.  Daha  sonra
glukokortikoidlerin etkili bir sekilde lenfoid hiicreleri 6ldiirdiigiiniin bulunmasiyla,
glukokortikoidler lenfoid hastaliklarda uygulanan tiim kemoterapi protokollerine
katilmistir. Glukokortikoidlerin normal ve tiimorlii hiicreleri antiproliferatif etkiye

zorladig1 gosterilmistir. Cesitli hiicre serilerinde in vitro yapilan c¢alismalarda,



glukokortikoidlerin uzaklastirilmasindan sonra hiicre dongiisiiniin senkronize sekilde
ilerledigi gosterilmis, buna bagli olarak glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisinin,
hiicre dongiisliniin  ilerleyisinde tersinir Gl-blokajina aracilik edebilecegi
bildirilmistir (Mattern,2007). Metilprednizolon, sentetik bir glukokortikoid olup,
dogal glukokortikosteroidin, hidroksikortizonun kimyasal bir modifikasyonudur.
Biiyiik Ol¢iide dokulara dagilir, oral biyoyararlanimi yiiksektir ve kan-beyin
bariyerini gecebilir. Birgok in vitro ¢alisma, deksamethazonun ve prednizolonun bazi
fare ve insan myeloid 16semi hiicrelerinde makrofaj ve graniilositlere farklilasmay1
indiikledigini gostermistir (Sloka ve Stefanelli, 2005). Yiiksek doz metilprednizolon
(High-dose methylprednisolone- HDMP) tedavisi boyunca losemi hiicrelerinin
sayisinda ciddi azalma ve buna bagli olarak myelosit, metamyelosit ve
graniilositlerin hem periferal kanda hem kemik iliginde arttigi gorilmustiir
(Higsonmez ve ark., 1993). Glukokortikoid yapida bir ilag olan dexamethazonun
yuksek konsantrasyonda verildiginde fare myeloid hiicrelerin ¢ogalmasinin
duraklatilmas1 saglanmistir. Insan promyelositik 16semi hiicre serisinde (HL-60)
kortikosteroidlerin  ve APL  (Akut Promyelositik Ldsemi) hiicrelerinde
deksamethazonun anti-proliferatif etkisi vardir. Higsonmez va arkadaslar1 1988’den
beri yeni AML tanis1 konmus ¢ocuklar (AML’nin gesitli alt tiplerinde) ve hastalig
tekrarlayanlarin tedavisinde, HDMP’nin belirgin bir 16semi karsit1 etkisi oldugunu
gostermislerdir (Higsonmez ve ark.,2006). Ayrica kisa stireli (5-7 giin) kullanilan
HDMP tedavisiyle, farklilasma ile veya farkliklasma olmadan myeloid 16semi
hiicrelerinin apoptozise indiiklendigi gosterilmistir. HDMP tedavisiyle sitokinlerin
baskilanmasimin 16semi hiicrelerinde apoptozisi indiiklemede rol oynadig
bildirilmistir (Higdonmez ve ark.,1996). Kortikosteroidler lenfoblastlarda, hiicre
dongiisiinde duraklama, kaspaz ve p53 geninin aktivasyonunda artis, AP-1, NF-K B,
c-myc gibi genlerin transkripsiyonunu diisiis, IL-6, RAFTK, SHP-2 VE STAT-3 gibi
hiicre-sinyal transdiiksiyon molekiillerinin regiilasyonu, hiicre i¢i kalsiyumun artigi
yoluyla apoptotik etki gosterirler. Buna ek olarak kisa siireli HDMP tedavisi CD34
(+) hematopoetik progenitor hiicreleri stimiile ederek I6kosit iyilesmesini

hizlandirdig: da bildirilmistir (Higsénmez ve ark, 2006; Cetin ve ark., 1996).
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1.4. Metabolik Enzimlerin Proliferasyon, Hayatta Kalim ve Oliim Yolaklariyla
Tiskisi

Kanser hiicrelerinde aerobik glikoliz, glutaminoliz, yag asitleri ve lipit de
novo sentezi ve anaplerozis gibi metabolik yolaklarin bir¢ogu aktive olmaktadir.
Enzimatik yolaklarin upregiilasyonu, hem metabolik enzimlerin kanser spesifik
izoformlarinin upregiilasyonuyla piruvat kinaz 2 (PKM2), laktat dehidrogenaz
A(LDHA), piruvat dehidrogenaz (PKD1) ve hekzokinaz (HK2) hem de metabolik
yolaklar1 etkileyen mutasyonlu ve anormal olarak aktive olmus onkogenler ile
gergeklesir. ki temel biiyiime faktdr-cevapl yolak olan PI3K, AKT/protein kinaz B,
mTOR ve MAPK yolaklar1 kanserde siklikla mutant ve anormal olarak aktive olur.
Bu yolaklar hiicresel metabolizmay1 da etkiler ve malign fenotipe neden olur.
Aslinda, PI3K/AKT/mTOR yolaklarinin aktivasyonu besin transporterlarini upregiile
eder ve hiicreler aminoasit, glukoz ve besinlerin alinmasini artirir. AKT aktivasyonu
gen ekspresyonunu degistirerek, glikoliz ve laktat iiretimini artirmasina ek olarak yag
asiti oksidasyonunu da inhibe eder. PI3K/AKT/mTOR yolag: ayn1 zamanda lipit ve
protein makromolekiil sentezini artirmasiyla bilinmektedir. PI3K yolak aktivasyonu
MYC transkripsiyon faktorii ekspresyonunuve HIF-1 stabilizasyonunu artirir. Bu iki
onkogen kanser hiicrelerinde yer alan metabolik izozimlerin (GLUTI1, HK1/HK2,
LDHA, PDK1) transkripsiyonunu regiile ederek aerobik glikolizde rol oynar. MYC
aktivasyonu ayni zamanda glutamin metabolizmasini artirir. Glutaminoliz kanser
hiicrelerinin proliferatif kapasitesini artirir. Aminoasit ve niikleotit sentezi ig¢in
nitrojen kaynagi olarak, lipit sentezi i¢in sitrat kaynagi olarak, TCA dongiisii aracilar
ve anaplerozisi siirdiirmek igin karbon iiniteleri saglayarak ve lipit ve ve niikleotit
icin NADPH saglayarak gorev yapar. MYC ekspresyonu artmis hiicreler sagkalim
icin glutamine bagimli olduklar1 bilinmektedir. MAPK sinyal yolagindaki
mutasyonlar 6zellikle RAS ailesi onkogenlerinin hiicresel metabolizmadaki etkileri
bilinmektedir. RAS'In aktive formlar1 (hem direkt hem de dolayli olarak HIF-1'i
aktive eder) asetil-Coa havuzunu azaltir ve TCA siklusu metabolitlerinden sitrat ve
izositratin azalmasina neden olur. RAS ayni1 zamasnada PI3K yolagini aktive eder ve
mitokondriyal alimi ve yag asitlerinin B oksidasyonunu inhibe eder. Aktive RAS

mutasyonlar1 iyi bir besin kaynagi olsa da otofajinin ve mitofajinin seviyesini artirir.
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Bu MEK/ERK aracili mekanizmalarla Beclin-1 artis1 ve Noxa'nin indiiklenmesi gibi
veya BNIP3 ekspresyonu yoluyla olur (Leone ve Amaravadi, 2013). Bu metabolik
yolaklar mitokondri araciligiyla birbirine entegre olmaktadir. Aerobik glikoliz
piruvatt mitokondriden ve oksidatif fosforilasyondan uzakta tutma egilimindeyken es
zamanlt olarak glutaminoliz (biiyiik bolimii mitokondride gergeklesir) TCA
dongiisiiniin devamliligi i¢in karbonlar saglar ve oksidatif fosforilasyonun siirmesine
izin verir. Buna ek olarak mitokondride glutaminolizle ger¢eklesen indirgeyici
karboksilasyon dnemli bir sitrat kaynagidir ve lipit sentezi i¢in sitozole gonderilir.
Dahas1 hipoksiktiimor sartlarinda ROS, mitokondriyal kompleks III tarafindan
olusturulur ve metabolik disregiilasyon aracilifiyla HIF-1 sinyalini tetikler. Hiicresel
stres ve degisen metabolizma devam edip, mitokondride algilandiginda programli
hiicre oliimii yolaklar1 baglatilir. Bunun tam tersi hiicresel stres ve onkojenik sinyal
hiicresel hayatta kalim mekanizmasi olarak devreye girer (Leone ve Amaravadi,

2013).

Hipoksi HIF-1nstabilizasyonuyla transkripsiyonu degistirerek glikolitik
kapasiteyi arttirip, mitokondriyal solunumu azaltmaktadir. Buna ek olarak HIF'tan
bagimsiz olarak hipoksi mTOR sinyalini inhibe ederek metabolik fenitipin
degismesinden sorumlu bir¢cok mekanizmayr etkilemektedir ki otofaji Onemli
mekanizmalardan biridir. MTOR inhibisyonunun tiimor baskilayici etkisi olmasi
beklenmesine ragmen malignansilere cevap olarak hipoksiye tolerans artmakta ve
metabolik stres boyunca tiimor hiicre hayatta kalimi uyarilmaktadir. Diger metabolik
stres yaratan kosullar diisik pH ve diisiik glukoz olup, solid tiimorlerde yaygin
goriilmektedir ve metabolik fenotipin muhtemel belirteclerinden biri olarak

distiniilmektedir.

Otofajik bir gen lrliini olan Beclin-1'in Bcl-2'ye baglanan bir molekiil
oldugunun bulunmasi, Bcl-2-Beclin-1 kompleksinin apoptotik ve otofajik sinyal
yolaklar1 arasindaki karsilikli etkilesimin odak noktasi olmasi gerektigini
gostermistir. Bir BH3-only protein olan Beclin-1, Bcl-xL, Bcl-w ve Mcl-1 ile
etkilesmekte ancak Bcl-2 ailesinin pro-6liim BH3-only tiyeleriyle etkilesmemektedir
(Gordy ve He, 2012).
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LDH-A geni epidermal biiylime faktorii olarak bilinmektedir ve yaygin olarak
prognostik tiimor belirteci olarak kullanilmasina ragmen etki mekanizmasinda hala
bilinmeyen noktalar bulunmaktadir. LDH enziminin izoformlarindan LDH-A normal
hiicrelerde anaerobik kosullarda pruvati laktata c¢evirmektedir. Diger bir LDH
izformu olan LDH-B ise kalp gibi aerobik dokularda yiiksek seviyede bulunmaktadir
ve laktatin piruvata ¢evrilmesinden sorumludur. C-Myc proteini hiicre ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve apoptozis siireglerinin regiilasyonuna katilmaktadir. Shim ve ark.,
yaptiklari ¢alisma sonucunda LDH-A’nin direkt bir c-Myc —responsive gen oldugu
ve MY C-aracili hiicre transformasyonunda yer aldigin1 saptamislardir. LDH-A’nin
ekspresyonunun artmasi laktat iiretiminin artmasi i¢in yeterli olmaktadir ve kanser
hiicrelerine neoplastik biiyiime avantaji saglayacak metabolizma degisimine neden

olmaktadir (Shim ve ark, 1997).

HIF-1, kanserli hiicrelerin ¢ogunlugunda yetersiz oksijen ortami olustugunda
yani hipoksik kosullara transkripsiyonel cevabi diizenleyen temel transkripsiyon
faktorlerinden biridir. HIF-1 anjiyogenez, invazyon, metastaz ve oksidatif
metabolizmadan glikolitik metabolizmaya doniisiim siireglerinde aktive olmaktadir.
HIF-1  glukoz tasiyicilart  ve  glikolitik  enzimleri kodlayan  genlerin
transkripsiyonlarint aktive ederek, hiicrelerde glukoz alimimmi ve glikolizisi
artirmaktadir. HIF-1 ayn1 zamanda LDH-A ve piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1)
ekspresyonunu da kontrol etmektedir. LDHA piruvatin laktata doniisiimiinii katalize
eder bu sayede piruvat1 asetil koenzim A’ya gevirecek olan piruvat dehidrogenazi
n(PDH) substrati olan piruvatin mitokondriyal kullanimi azalir. PDK1, PDH’in
katalitik alt tnitesini fosforilleyerek inkativasyonuna neden olur ve piruvati
mitokondriden uzaklastiracak sant1 aktive eder. HIF-1 aktivasyonu oksidatif
fosforilasyon metabolizmasi ile glikoliz arasindaki dengeyi degistirerek, Warburg
etkisinin olusmasia neden olur (Luo ve ark., 2011). Christofk ve ark. yaptiklari
calismada, PKM2 ekspresyonunun diisiik oksijen tliketiminde hiicreye glikoz alimi
ve laktat tiretiminin artistyla iligkili oldugunu gostermislerdir (Christofk ve ark,
2008).
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Piruvat kinaz fosfoenolpiruvattan piruvat ve ATP olusumunu katalizleyen
enzimdir. Bu enzimin M1 formu (PKMI) kalp ve beyin gibi farklilasmis erigskin
dokularda ifade edilirken, M2 izoformu (PKM2) embriyonik hiicrelerde, eriskin kok
hiicreler ve kanser hiicrelerinde ifade edilmektedir. Kanser hiicrelerindeki genetik
degisimle birlikte, PKM1’in yerine PKM2 ekspresyonu gercekleserek Warburg
etkisinin ortaya ¢iktigi ortaya konulmustur. PKM2’nin ekspresyonu goriilen

hiicrelerde tiimor olusumu tetiklenmektedir.

PKM2’nin glikolitik enzim aktivitesi, secici olarak kanser hiicrelerine
bliylime ve reaktif oksijen tiirevlerinin baskilanmasi gibi avantajlar saglayan
Warburg etkisi i¢in gereklidir. Ciinkii bu sayede hem hiicreye oksidatif fosforilasyon
yolagindan daha hizli ATP saglayan glikolitik yolak aktive olur hem de PKM2’nin
diisiik aktivitesi sayesinde glikolitik ara {riinlerin gliserol sentezi ve pentoz fosfat
yolaklarina baglanmasi ve takiben NADPH iiretimiyle ROS iiretimini baskilanmasi
ve ayni zamanda niikleotit sentezi ger¢eklesmis olur Sekil 1.5) (Tamada ve ark.,
2012).
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Sekil 1.5. Glikolitik Yolagin Baglandigi Ara Yolaklar (Tamada ve ark., 2012)
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Tirozin Kinazlar kanserde hiicre biiyiimesi, metabolizma ve anjiyogenezde
onemli rol oynamaktadirlar. PKM2’nin fosforillendigi tirozin rezidiisiine gore
aktivitesinde degisiklik olmaktadir. Hala PKM2’nin aktivitesindeki hangi
degisikliklerin piruvatin laktat ya da AcCoA’ya doniisiimiini tetikledigi
bilinmemektedir. Luo ve ark., PKM2’nin kanser hiicrelerinde neden oldugu Warburg
etkisini hepatoblastoma hiicrelerinde yapilan bir c¢alismayla gostermislerdir.
PKM2’nin, HIF-1’in hedef genleri iizerinde HRE’lere baglanarak koaktivatorlerin
toplanmasin1  ve ardindan LDHA ve PDKI1 genlerinin transkripsiyonunu
indiikledigini gostermislerdir (Luo ve ark., 2008). PKM2’nin stimiile ettigi HIF-1’in
hedef genleri oksidatif fosforilasyonun glikolitik metabolizmaya doniisiimiine neden

olmaktadir (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. PKM2’nin metabolik yeniden programlama ve kanser progresyonuyla
iliskisi

Birgok ¢alisma, PKM2’nin niikleer translokasyon gibi glikolitik olmayan
fonksiyonu oldugunu gostermistir. PKM2, hiicre proliferasyonuyla ilgili EGFR gibi
yolaklarin aktivasyonuyla indiiklenmekle birlikte, hidrojen peroksit, UV 1sinlar1 gibi
apoptotik uyaranlarla da indiiklenmektedir. EGFR aktivasyonuyla niikleer PKM2
aktive olur ve takiben cyclinD1 ve c-Myc ekspresyonunu baslatan B-katenin

transkativasyonunu saglar. C-myc, PKM2/PKM1 oranini artirir ve c-Myc glukoz
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tastyicilart ve LDH-A ekspresyonunu baglatir. PKM2’nin ¢ekirdege translokasyonu
glikolizi baslatan geri beslemeli bir mekanizma olarak caligir (Sekil 1.7)(Tamada ve
ark., 2012).

@ 2012 American Association for Cancer Research

CCR Focus AR

Sekil 1.7. Metabolik Yolaklarin Transkripsiyonel Aktivasyonu (Tamada ve
ark.,2012)
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahismada Kullamlan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Cizelge 2.1. Hiicre kiiltlirtinde kullanilan malzeme ve gerecler

Besi yeri

Hyclone marka, Roswell Park Memorial
Institute (RPMI)-1640 (1X), No: SH30096.0 1 (L-glutaminsiz)

Fotal Dana Serumu (FBS)

Hyclone marka, No: SVV20160.03

L-Glutamin

PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004

Penisilin-Streptomisin

PAA marka, No: P11-010

Hiicre Dondurma tiipleri

Applichem marka, No: 67-68-5

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Greiner bio-one marka, 2 ml

PBS 10X

Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered
Saline.067M (PO4) No: SH30258.01

Flask (75 cm?)

Orange Scientific marka, No: 5520200

2.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Cizelge 2.2. Agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli malzemeler

Malzeme adi Uretici firma Katalog ho
Agaroz Prona

Tris Bio basic inc TB0194
Borik asit Amresco 0588
EDTA Applichem A2937
Etidyum bromiir Applichem Al1151
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2.1.3. Yiikleme Tamponu

Cizelge 2.3. Yiikleme Tamponu I¢in Gerekli Malzemeler

Malzeme ad1 Uretici firma Katalog no
Xylene cyanol Amresco 0819
Gliserol Applichem A2926
2.1.4. Yiiriitme Tamponu
Cizelge 2.4. Yiiriitme Tamponu i¢in Gerekli Malzemeler
Malzeme ad1 Uretici firma Katalog no
Tris Bio Basic Inc TB0194
Borik asit Amresco 0588
EDTA AppliChem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203
2.1.5. EDTA soliisyonu
Cizelge 2.5. EDTA Soliisyonu i¢in gerekli malzemeler
Malzeme adi Uretici firma Katalog no
EDTA Applichem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203

2.1.6. Etidyum Soliisyonu

Cizelge 2.6. Etidyum Soliisyonu i¢in gerekli malzemeler

F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
HPRT R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
PKM1 F: GAGGCAGCCATGTTCCAC
R:TGCCAGACTCCGTCAGAACT
PKM2 F: CCACTT GCA ATT ATT TGA GGAA
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R. GTG AGC AGA CCTGCC AGA CT

F- TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC
LDHA R: CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG
onE F- TCCCGTGTCAACAATGGTAA

R: CCCACAGGGTATCTGCACTT
HEXOKiNAZ 2 F:ACCCGGGAAAGCAACTGTTTG

R: TCACCAGGATAAGCCTCACCAG

DKL FTGGTGGAAAAGGCAAAGGAAGTC

R: CAGACGCCTAGCATTTTCATAGC
ove F-GCTGCCAGGACCCGCTTCTC

R: ACGTTGAGGGGCATCGTCGC

F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC
BIM R:CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC

F- GACGGCAACTTCAACTGGG
=2 R: AGGAGTCTCACCCAACCAC

F- CGCCCTGTGGATGACTGAGT
ECL-2 R: GGGCCGTACAGTTCCACAA

F - AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA
IR R : GGATTCATCAGCTGCATTTTC
M,y F- AGCTGCCGTTATACTGTTCTGGG

R: TTCTAACTTCTGTGTCCGTCA

F:
MCL-1 CGAACCATTAGCAGAAAGTATCAC

R: GATATGCCAAACCAGCTCCT

2.2. Calisma Grubu

Kronik Myeloid Ldsemi hastaligini taklit eden hiicre serisi olan K562
hiicreleri bu caligmaya dahil edildi. Daha 6nce dondurulup sivi azota konmusg olan
Imatinibe hassas K-562s ve Imatinibe direngli K562r hiicre serileri bu tez
calismasinda kullanildi. Her iki hiicre serisi de %10 serum, %1 L-glutamin, %1
streptomisin-penisilin  iceren RPMI 1640 besiyeri ortaminda ¢ogaltildilar.

Biiylimeleri i¢in gerekli olan 37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren etiivde inkiibe edildi.
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2.3. K-562s ve K562r Hiicrelere Metilprednizolon Uygulamasi

Calismada Prednol-L  (Mustafa Nevzat) kullanildi. Hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda Metilprednizolon uygulanarak doz denemeleri yapildi ve
apoptozis i¢in uygun doz (LD50) belirlendi. 10 mM, 5mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM
doz araliklarinda Metilprednizolon uygulandi. 24., 48. Ve 72. saatlerdeki sonuglar
analiz edildi. Toksik doz ve apoptotik doz i¢in etkin doz belirlendi.

2.3.1. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid]
(MTT) Sitotoksisite Testi

Metilprednizolonun hiicreler {izerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak
amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. Bu amagla asagida yer alan protokol

izlenmistir.

- 96 kuyucuklu plakin ekim yapilacak her bir kuyucuguna 10 pl MTT (5
mg/1 ml) koyulduktan sonra {lizerine 100 pl hiicre- besiyeri karisgtmindan

eklenmistir. 100 pl ‘de 10.000 hiicre olacak bigimde ekim yapilmuistir.

- Bu hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li etiivde en az 4 saat bekletildikten sonra
her bir kuyucuga. 100 pl lizis soliisyonundan eklendikten sonra tekrar ayni

kosullarda konularak 1 gece beklendi.

- Ertesi giin spektrofotometrede (Epoch marka) 550 nm ve 690 nm dalga

boyunda 6l¢tim yapildi.

2.3.2. Akim Sitometri Ile Apoptozis Tayini

Yiiksek doz Metilprednizolonun K562s ve K562r hiicrelerindeki apoptotik

etkisini belirlemek amaciyla akim sitometri analizleri yapilmistir. Apoptozis tayini
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igin, hiicreler Annexin V ve 7-Amino Actinomycin D (7-AAD) ile isaretlenerek

Accuri C6 cihazi ile akim sitometri analizi ile gergeklestirilmistir.

2.3.2.1. Anneksin V ve 7-AAD ile isaretleme Protokolii

BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit kullanilmistir.

Kitin protokolii uygulanmustir.

10.

1 ml besiyerinde 10° hiicre olacak sekilde hiicreler ependorfa aktarildi.
2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan atilip, peletin iizerine 1X PBS eklendi. Hafifce elle vurularak
pelet ¢oziildii.

2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan dokiiliip, lizerine tekrar 1XPBS eklendi. Hafifce elle
vurularak pelet ¢oziildii.

2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan dokiiliip pelete kitten ¢ikan 1X Binding Buffer’dan 200 pl
eklendi.

Bu karigimdan 50 pl baska bir ependorfa aktarildi. Aktarilan hiicrelere
2,5 pul AnnexinV ve 2,5 ul PI eklendi.

Karanlikta 15 dakika beklendi.

Uzerlerine 1X Binding Buffer’dan 200 pl eklendikten sonra akim

sitometri analizine baslandi.

2.4. Glukoz Assay Kiti ile Glukoz Tiiketiminin Ol¢iilmesi

Glukoz (HK) Assay Kiti ile glukozun glukoz-6-fosfoglukonata doniistimii

Olciilmektedir. Glukoz dnce glukoz-6-fosfata doniigmekte, sonra da NAD varliginda

6-fosfoglukonata okside olmaktadir. Bu esnada NAD''n NADH'a indigendigi de

goriilmektedir. NAD''n NADH'a indirgenmesi 340 nm absorbansta dl¢giilmekte ve
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beylece direkt olarak glukoz konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Hem
direngli hem direngli olmayan hiicrelerde Metilprednizolon uygulmasini takiben bu

yontem ile glukoz tiiketimi analiz edildi.

- 4mM Metilprednizolon uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinin 48. Saatte sayimlar1 yapilarak, kitin onerdigi sekilde her
tekrar igin 2x10° hiicre toplandi.

- Hiicreler 1200 rpm de 3’ santrifiij edildi.

- Siipernatanlar1 atilarak pelet iizerine soguk 1XPBS eklendi ve hafifce elle
vurularak pelet ¢oziildii.

- 2500 rpm de 1’ santrifiij edildi.

- Siipernatan atilarak pelet lizerine Glukoz Assay Buffer eklendi ve hafifge
elle vurularak pelet ¢oziildii.

- En yiiksek hizda 4°C’de 5° santrifiij edildi.

- Siipernatan alinarak deproteinizasyon asamasi i¢in 10 kD’luk spin kolonlu
tiiplere aktarildi.

- En yliksek hizda 5’ santrifiij edildi. Kolondan gecen sivi 6lgiim yapilmak
iizere 96’lik well plate’lere aktarildi.

- Uygun diliisyon belirlenerek oOrnekler Glukoz Assay Buffer ile
sulandirildu.

- Background 6l¢lim icin ayni sekilde drnekler hazirlandi.

- Standartlar 1ise farkli konsantrasyonlarda kitin Onerdigi sekilde
hazirlanmustir.

- Kuyulardaki o6rneklerin iizerine glukoz enzim mix igeren reaksiyon
karigimi eklendi.

- Ornekler oda sicakhiginda 37 °C’lik etiivde 30 inkiibe edildikten sonra

spektrofotometrede 570 nm’de dl¢iimleri yapildi.
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2.5. Laktat Dehidrogenaz Assay Kit Ile Laktat Miktarinin Ol¢iimii

Kitin ¢alisma prensibi LDH'm, NAD'yi NADH'a indirgeyip, spesifik bir renk
tireten prob ile etkilesmesine dayanmaktadir ve bu sayede LDH aktivitesini 6l¢gmeye
yaramaktadir. Metilprednizolon uygulmasini takiben bu yontem ile laktat iiretimi

analiz edildi.

- 4mM Metilprednizolon uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinin 48. Saatte sayimlar1 yapilarak, kitin onerdigi sekilde her
tekrar icin 2x10° hiicre toplandi.

- Hiicreler 1200 rpm de 3’ santrifiij edildi.

- Siipernatanlar1 atilarak pelet lizerine soguk 1XPBS eklendi ve hafifce elle
vurularak pelet ¢ozildii.

- 2500 rpm de 1’ santrifiij edildi.

- Siipernatan atilarak pelet iizerine Lactate Assay Buffer eklendi ve hafifce
elle vurularak pelet ¢oziildii.

- En yiiksek hizda 4°C’de 5’ santrifiij edildi.

- Siipernatan alinarak deproteinizasyon asamast i¢in 10 kD’luk spin kolonlu
tiiplere aktarildi.

- En yiiksek hizda 5’ santrifiij edildi. Kolondan gegen sivi 6l¢iim yapilmak
tizere 96’11k well plate’lere aktarildi.

- Uygun diliisyon belirlenerek 6rnekler Laktat Assay Buffer ile sulandirildi.

- Background 6l¢iim i¢in ayn1 sekilde 6rnekler hazirlandi.

- Standartlar farkl diliisyonlarda kitin dnerdigi sekilde hazirlanmustir.

- Kuyulardaki 6rneklerin iizerine laktat enzim mix igeren reaksiyon karigimi
eklendi.

- Ornekler oda sicakliginda 30’ inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede

450 nm’de ol¢iimleri yapildi.
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2.6. RNA izolasyonu

K562s ve K562r hiicrelerinde apoptotik dozun uygulandigi hiicrelerden
metabolik, apoptotik ve otofajik genlerin ekspresyonu tespit etmek tiim orneklerden

RNA izolasyonu yapildi. Izolasyon sirasinda asagidaki prosediir takip edildi.

- Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatan
kisim atild.

- Pelet iizerine (1x10® hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklendi ve homojenize
edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edildi

- Her tipe 200 pl kloroform eklendi. Tiipler elle 15 sn. boyunca
sallandiktan sonra 15-30°C’de 10 dk inkiibe edildi. 12,000 x g.’de 2-8°C,
13 dk santrifiij edilip Santrifiij sonras alttaki faz kirmiz1 fenol-kloroform
fazi, ara faz ve renksiz-akici iist faz olmak tizere 3 faz olusur. RNA iist
fazdadir. (DNA ara fazda ve protein ise alt fazdadir. Bu fazlar saklanir.)
Bu faz yeni bir tiipe aktarildu.

- Uzerine 0.5mL izopropil alkol eklenir. 15-30°C’de 10dk inkiibe edilip
tipler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifiij yapildi. Siipernatant atilip, 1
ml %75’1lik etanol eklenir 6rnekler vortekslenir ve 7,500 x g.de 5 dk 2-
8°C’de santrifiijlendi.

- RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulup sonrasinda RNA,
RNaz icermeyen DEPC’li su iginde ¢oziildii. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik yontemle belirlendi. Daha

sonra %1’lik Agaroz Jel’de yliriitiilerek gortintiilendi.

2.7. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real
Time PCR)

Bu galismada qRT-PCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak
analiz edilmistir. Bunu i¢in RNA izole edilen hiicrelerden "Transcriptor High
Fidelity c-DNA synthesis kit"ile c-DNA sentezlendi. Cizelge 2.1°de belirtilen
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primerler kullanilarak kantitatif es zamanli polimeraz

gergeklestirildi.

zincir

reaksiyonu

Cizelge 2.7. Kantitatif Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢in Kullanilan

Primerler
HPRT F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
PKM1 F: GAGGCAGCCATGTTCCAC
R:TGCCAGACTCCGTCAGAACT
PKM?2 F: CCACTT GCAATT ATT TGA GGAA
R: GTG AGC AGA CCTGCC AGACT
L DHA F: TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC
R: CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG
L DHB F: TCCCGTGTCAACAATGGTAA
R: CCCACAGGGTATCTGCACTT
. F:ACCCGGGAAAGCAACTGTTTG
HE X O R: TCACCAGGATAAGCCTCACCAG
PDK1 F.-TGGTGGAAAAGGCAAAGGAAGTC
R: CAGACGCCTAGCATTTTCATAGC
C-MYC F:GCTGCCAGGACCCGCTTCTC
R: ACGTTGAGGGGCATCGTCGC
BIM F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC
R:CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC
BAX F: GACGGCAACTTCAACTGGG
R: AGGAGTCTCACCCAACCAC
BCL-2 F: CGCCCTGTGGATGACTGAGT
R: GGGCCGTACAGTTCCACAA
MDR F: AAGGCATTTACTTCAAACTTGTCA
R : GGATTCATCAGCTGCATTTTC
BECLIN-1
MCL-1
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3. BULGULAR

3.1. K-562r Ve K-562s Hiicre Serilerinin Kiiltiirii

3.1.1. K- 562s Hiicre Serilerinin Sivi Azottan Cozdiiriilmesi

Daha 6nce dondurulup sivi azota konmus olan K-562s ve K562r hiicre hattin1
stvi  azottan c¢ikarip ¢Ozmek amaciyla Once 100 ml RPMI (Biological
Industries/Israel) iizerine 10,2 FBS (Sigma/A.B.D.), 1,2 Penisillin/Streptomisin
(Gibco/ A.B.D. ve 1,2 ml L-Glutamin (Gibco/ A.B.D.) konarak besiyeri hazirlandi
(Cizelge 2.1.). K-562 hiicreleri sivi azottan cikarilip hizli bir sekilde ¢oziinmesi
saglandi. Steril kabin i¢cinde 2 ml besiyeri bu donmus hiicreler {izerine konarak
pipetaj yapildi ve 15 ml’lik steril falkon tiip icine alindi. Ustiine 7-8 ml besiyeri
eklenerek 1000 rpm.’de 4 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatan atilarak
tizerine 2 ml besiyeri eklendi, pipetaj yapilarak {izerine tekrar yaklasik 10 ml besiyeri

eklenerek 37 °C’de %5 CO2’li etiive kaldirildu.

3.1.2. K-562s Hiicre Hattinin ve K-562r Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Tez ¢alismasinda yapilacak deneyler icin yeterli hiicre sayisina ulagsabilmek
ve hiicrelerin saglikli ¢ogalabilmesi i¢in pasajlama islemi yapildi. T-25 flask ve 10
ml besiyeri i¢cinde bulunan hiicreler 15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 4 dk.
santrifiij edildi ve siipernatanlar1 atildi. Pelet {izerine yaklasik 10 ml besiyeri

eklenerek 37 C’de %5 CO2’li etiive kaldirildi.

Etiivde T-25 flask ve 10 ml besiyeri iginde bulunan bulunan K-562r hiicreleri
15 ml’lik falkona alinarak 1000 rpm.’de 4 dk. santrifiij edildi ve slipernatanlar atildi.

Pelet iizerine 10 ml. besiyeri eklendi. Bu hiicreler T-25 flask igine alinarak iizerlerine
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5 UM Imatinib konuldu. Hiicrelerin diizenli olarak 1s1k mikroskopuyla biiyiimeleri

takip edildi (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzeme ve gerecler

Hyclone marka, Roswell Park Memorial
Besi yeri Institute (RPMI)-1640 (1X), No: SH30096.0 1 (L-

glutaminsiz)

Fotal Dana Serumu (FBS) Hyclone marka, No: SV20160.03

L-Glutamin PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004
Penisilin-Streptomisin PAA marka, No: P11-010
Hiicre Dondurma tiipleri Applichem marka, No: 67-68-5

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Greiner bio-one marka, 2 ml

Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered
Saline.067M (PO4) No: SH30258.01

PBS 10X

Flask (75 cm?) Orange Scientific marka, No: 5520200

IR AN

“ \ -’"-l‘ﬁ'\“{‘}\o
Q‘\\‘."\ ‘ o)

\\

Sekil 3.1. a) K562s ve b) K562r hiicrelerin mikroskobik goriintiileri (10X10
bliyiitme)
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3.2. K562s ve K562r Hiicre Serilerinde Metilprednizolon Doz Denemeleri

Sonucu

K562s ve K562r hiicrelerine farkli dozlarda Metilprednizolon (Prednol-L)
uygulanarak etkin doz saptandi. K562s ve K562r hiicrelerine hiicrelerine 10 mM,
SmM, 1 mM, 0,5 mM, 0,1 mM dozlarinda MP uygulamasi yapildi. Uygulama

sonucunda MTT sitotoksisite testi, akim sitometri ile apoptozis tayini yapilmustir.

3.2.1. MTT Testi ile Sitotoksite Tayini

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve
kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu ydntem saglam mitokondrinin MTT
boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. MTT testi
sonucunda her iki hiicre hattinda da 10 mM ve 5 mM MP dozlarmin sitotoksiteye
neden oldugu saptanmistir. Diger dozlarin uygulandigi grubun kontrol grubuyla
farklilik gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 3.1.1 ve 3.1.2). 10mM MP dozu toksik
etki gostermistir ve her iki hiicre grubunu da biiylik oranda hiicre 6liimiine neden
oldugundan, 5SmM ve daha diisiik ara dozlarla apoptozis deneylerine baslandi. 0,5
mM ve 0,1 mM MP dozlarinin kontrol gruplar ile karsilagtirildiginda her iki hiicre
grubu icin de etkili dozlar olmadigi saptandi. Bu sonuglar gbéz Oniinde
bulundurularak devam edilecek doz araliklar1 5 mM, 2,5 mM ve 1mM olarak
belirlendi. Bu dozlar K562s ve K562r hiicrelerine uygulanarak apoptozis tayini
gergeklestirildi.

MTT sonuglarina gore 48. Saatte, 24. Saate gore canlilik oranlar1 daha
belirgin saptanabilmektedir (Cizelge 3.1.3, 3.1.4, 3.1.5 ve 3.1.6). Hiicrelerin boliinme
stiresi ve ilacin etkisi birlikte diigiiniildiigiinde ve sayisal verilere bakildiginda 48.
Saat, MP ‘nin apoptotik etkisinin arastirilmasi i¢in daha anlamli bir siire olarak
belirlendi. 72. Saat her iki hiicre grubunda canlilik 6nemli Gl¢iide azalmaktadir,
bunun da analiz sonuglarini olumsuz yonde etkileyecegi diisiiniildiigiinden 72. Saat

apoptozis analizi i¢in uygun bulunmadi (Cizelge 3.1.7 ve 3.1.8).
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Cizelge 3.2. MTT testinin dozlara ve zamana bagimli olarak
etkisinin K562s sayisal verileri

sitotoksiteye olan

DOz 24. saat 48. saat 72. saat
10 mM 0,322 0,473 0,371
5mM 0,375 0,372 0,269
1mM 1,067 1,303 1,348
0,5 mM 1,08 1,615 1,33
0,1 mM 1,05 1,395 1,22
Kontrol 0,95 1,332 1,12

Cizelge 3.3. MTT testinin dozlara ve zamana bagimli olarak sitotoksiteye olan
etkisinin K562r sayisal verileri

DOz 24. saat 48. saat 72. saat
10 mM 0,274 0,344 0,281
5mM 0,375 0,27 0,187
1 mM 0,492 0,427 0,219
0,5mM 0,583 0,559 0,372
0,1 mM 0,477 0,593 0,400
Kontrol 0,567 0,505 0,397

Cizelge 3.4. MTT testinin 24. Saatteki dozlara bagimli olarak K562s hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin siitun grafigi ile gosterimi

1,2 1

0,8
0,6
0,4

0,72

K562s HUCRELERININ DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI

T T T
10 5 1 0,5

= MP Dozlarina Gore

Canliik Oranlar
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Cizelge 3.5. MTT testinin 24. Saatteki dozlara bagimli olarak K562r hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin stitun grafigi ile gosterimi

K562r HUCRELERININ DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI
0,6
0,5 -
04 -
03 - B MP Dozlarina Gore
Canlilik Oranlar
0,2 -
0,1
0 T T T T T
10 5 1 05 01 C

Cizelge 3.6. MTT testinin 48. Saatteki dozlara bagimli olarak K562s hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin siitun grafigi ile gdsterimi

K562s HUCRELERINiIN DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI
2 -
1,5
1 - B MP Dozlarina Gore
Canlilik Oranlan
0,5 -
0 T T T T T
10 5 1 0,5 0,1 C

Cizelge 3.7. MTT testinin 48. Saatteki dozlara bagimli olarak K562r hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin stitun grafigi ile gosterimi

K562r HUCRELERININ DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI
2 -
1,5 A
1 - B MP Dozlarina Gore
Canlilik Oranlan
0,5 -
0 T T T T T
10 5 1 05 01 C
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Cizelge 3.8. MTT testinin 72. Saatteki dozlara bagimli olarak K562s hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin siitun grafigi ile gdsterimi

K562s HUCRELERININ DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI

1,400 1
1,200 A
1,000 A
0,800 - ® MP Dozlarina Gére
0,600 Canlilik Oranlarn

0,400
0,200 -~
0,000

10 5 1 05 01 C

Cizelge 3.9. MTT testinin 72. Saatteki dozlara bagimli olarak K562r hiicrelerinde
sitotoksiteye olan etkisinin stitun grafigi ile gosterimi

K562r HUCRELERININ DOZ BAGIMLI
CANLILIK ORANLARI

0,500 -

0,400 -

0,300 - .
M MP Dozlarina Gore

0,200 - Canlilik Oranlan

0,100 A

0,000 ’ ’ ’ ’
10 5 1 05 01 C

3.3. Akim Sitometri Analizi ile Apoptozis Tayini

Hiicrelere uygulanan MP dozlarmin 48. Saatteki apoptotik etkilerini
arastirmak amaciyla uygulanan her doz icin érnek almmustir. Ornekler, Propidyum
lyodur (PI) ve 7-AAD ile isaretlenerek akim sitometri analizi yapilmistir. 7-AAD,
akim sitometride FL-2 filtresinde 1s1ma verirken, Anneksin-V FL-3 filtresinde 1s1ma
vermektedir. Annexin V erken apoptozis, 7-AAD ise nekrozu tayin etmektedir.
Uygulanan doz diistiik¢e apoptozise giren hiicre sayist da dogru orantili olarak
azalmaktadir. Uygulanan dozun azalmasiyla erken apoptoza giren hiicre sayinin

yiizdesinde azalma goriilmektedir.
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Ilk etapta MTT sonuglarina belirlenen 5SmM, 2.5 mM ve ImM MP dozlara
uygulanan K562s ve K562r hiicrelerinde apoptozis tayini yapilmistir (Sekil 3.1 ve
3.2). Sonuglara gore 1mM ve 2.5 mM MP uygulanan hiicreler kontrol grubuyla
apoptotik hiicre ylizdesi agisindan farklilik géstermemektedir. 5 mM MP uygulanan
hiicrelerde ise onemli oranda hiicre 6liimii gergeklestirmistir ve hiicre sayisindaki
kayip bir sonraki asamada yapilmasi planlanan laktat ve glukoz 6l¢iimii, ekspresyon
analizlerinin giivenliligini etkileyecektir. Bu nedenle doz denemelerine 2.5 mM ve
SmM arasinda belirlenen dozlar ile devam edilerek apoptozis icin etkin doz
arastirilmaya devam edilmistir. Bir sonraki asamada 2.5 mM, 3mM ve 4mM MP
uygulanan K562s ve K562r hiicre hatlarinda apoptozis tayini yapilmistir. Sonuglara
gore her iki hiicre grubunda kontrol grubuyla 2.5 mM ve 3mM MP uygulanan
hiicreler arasinda anlamli bir fark goriilememistir. 4mM MP uygulanan hiicrelerde
ise kontrol grubuna ve diger dozlara gore 6nemli oranda apoptozis gerceklesmistir

(Sekil 3.3 ve 3.4).
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Doz Uygulamalarinin 48. Saatteki Apoptotik Etkileri
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Sekil 3.2. Metilprednizolon uygulanan K562s hiicrelerinin akim sitometri analiz

sonugclari

AMP uygulanmayan kontrol hiicre populasyonu. B. 1 mM MP uygulanan hiicre populasyonunun
Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. C. 2,5mM MP uygulanan
hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile igsaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. D. 5

mM MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre
Populasyonunun Dagilimi.
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Sekil 3.3. Metilprednizolon uygulanan K562r hiicrelerinin akim sitometri analiz

sonuglari

A. MP uygulanmayan kontrol hiicre populasyonu. B. 1 mM MP uygulanan hiicre populasyonunun
Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. C. 2,5mM MP uygulanan
hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. D. 5

mM MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre
Populasyonunun Dagilimi.
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Sekil 3.4. Metilprednizolon uygulanan K562s hiicrelerinin akim sitometri analiz
sonuglari

AMP uygulanmayan kontrol hiicre populasyonu. B. 2,5 mM MP uygulanan hiicre populasyonunun
Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. C. 3mM MP uygulanan
hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. D. 4
mM MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre
Populasyonunun Dagilimi.
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Sekil 3.5. Metilprednizolon uygulanan K562r hiicrelerinin akim sitometri analiz
sonuglari

A. MP uygulanmayan kontrol hiicre populasyonu. B. 2,5 mM MP uygulanan hiicre populasyonunun
Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. C. 3mM MP uygulanan
hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun Dagilimi. D. 4
mM MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve 7-AAD ile isaretlenmis Hiicre
Populasyonunun Dagilimi.
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3.4. K-562s Hiicre Hattinda ve K-562r Hiicre Hattinda Laktat ve Glukoz Tayini

K562s ve K562r hiicre hatlarinda Metilprednizolon uygulamasi her iki hiicre
hattinda da laktat {iretiminde herhangi bir degisiklige neden olmamustir. Imatinib
direncli K562r hiicrelerinde Imatinib duyarli K562s hiicrelerine gére daha yiiksek

miktarda laktat saptanmistir.

K562s hiicre hattinda Metilprednizolon uygulamasi hiicrenin glukoz
kullaniminda azalmaya neden olurken, K562r hiicrelerinde Metilprednizolon
uygulamasi hiicrenin glukoz kullaniminda bir degisiklige neden olmamistir. K562r

hiicrelerinde ortamdaki tiim glukozun hiicreler tarafinda kullanildig1 saptanmistir.

K562s HUCRELERINDE MP UYGULAMASINDAN SONRA
HUCREDEKI GLUKOZ MIKTARININ DEGISIMI

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2
1 2 3 = 5 6

e STANDART GLUKOZ MIKTARI

Sekil 3.6. K562s hiicrelerinde MP uygulamasi sonrasi hiicredeki glukoz miktarinin
degisimi
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K562r HUCR_]:‘.L]:‘.RiND]:‘. MP UYGULAMASINDAN
SONRA HUCREDEKI GLUKOZ MIKTARININ
DEGISIMI
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

1 2 3 = 5 6

e STANDART LAKTAT MIiKTARI

Sekil 3.7. K562r Hiicrelerinde MP uygulamasindan sonra hiicredeki laktat miktarinin
degisimi

3.5. RNA lizolasyonu

RNA’lar spektrofotometrede Olclilmistir ve %1’lik agaroz jelde

goriintiilenmistir.

Sekil 3.8. izole edilen RNA’larin %1°lik agaroz jeldeki goriintiileri

38



3.6. cDNA Sentezinin HPRT Primerleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ilk asamada RNA &lgiimleri yapildiktan sonra cDNA sentezi igin gereken
RNA miktar1 hesaplanmistir. Kullanilacak olan RNA miktar1 hesaplanirken, 150 ng

olacak sekilde hesaplanmustir.

Cizelge 3.10. cDNA sentezinin ikinci asamasinda kullanilan malzemeler

Malzemeler Miktar

Random Hexamer 2 ulL

RNA 500 ng / uL olacak sekilde (6rnegin 2 pL)
dH20 5,4 uL

Toplam 9,4 uL

Bu karnisim eklendikten tekrar thermocycler cihazina asagida belirtilen

sartlarda konulur.

Cizelge 3.11. cDNA sentezi i¢in gerekli sartlar

Sartlar
Derece dakika(‘)
29 °C 10°
48 °C 60’
85°C 5’
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3.6.1. cDNA Sentezinin HPRT Primerleri Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA sentezinin sorunsuz gerceklestigini tespit etmek amaciyla her hiicrede

ekspresyonu goriilen ve ” housekeeping gen” olarak adlandirilan HPRT geninin

primeriyle PCR analizi yapilmistir.

Cizelge 3.12. HPRT primeri ile PCR analizi i¢in gerekli malzemeler

PCR SARTLARI

Malzemeler Miktar (Her ornek icin)
Buffer 2.5 uL
dNTP 2,5 uL
MgCI2 3uL
Forward Primer 1uL
Reverse Primer 1uL
cDNA 1uL
Taq polimeraz 0.2 uL
dH20 13.8 uL
Toplam 25 ulL

Cizelge 3.13. HPRT PCR analizi i¢in gerekli sartlar

Derece dakika(‘), saniye (") Dongii sayist
95 °C 10°

95°C 45>

62 °C 30> 35 dongii
72°C 45>

72°C 5’

- HPRT Primeriyle yapilan PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
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3.7. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real

Time PCR) Sonug¢larn

Hedef genlerin ve HPRT (housekeeping gen) genleri i¢in tasarlanmis
primerlerin optimizasyonu amaciyla yapilan PCR’larin ardindan, elde edilen
cDNA’lar ile gRT-PCR analizi gerceklestirilmistir. Birbirinden farkli RNA
konsantrasyonuna sahip her bir Ornegin, baslangic RNA miktar1 500 ng olacak

bicimde ayarlanmistir ve cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

gRT-PCR sonucu olusan iiriin miktarinin artmasiyla beraber SYBR Green
Idaha ¢ok baglanmakta ve bdylelikle floresan 1sima artmaktadir. Esik degerinin
tizerinde anlamli floresan artist gbzlenen ilk dongii sayisina sayisina Ct (Cycle

Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir.

K562s ve K562r hiicrelerinin RNA’larindan sentezlenen cDNA’lar bu sekilde

analiz edilmistir.

Amplifikasyon Egrisi

Fluorescence (483-630
o
2
o

00194 — ATV TAIEI N

2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 25 30 32 34 35 38 40 42 44 4B 48 &0
Ddngl Sayisi

Sekil 3.9. HPRT amplifikasyon egrisi grafigi
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Sekil 3.10. Hedef gen amplifikasyon egrisi grafigi

Gen Ifade oranlar1 hesabi ise asagidaki formiille yapilmistir:

ACPtarget (controf — sample )

( Etarget)
R=

ACPref { controf — sampie )

( Eref)

Cizelge 3.14. K562s ve KS562r hiicrelerinde MP Uygulamast Sonrast1 Gen
Ekspresyonlarindaki Kat Degisimleri

K562s K562r
pkm1l 2,2 0,5
pkm2 1,1 1,2
Idha 0,3 0,3
Idhb 0,3 0,5
hexokinase 5,7 0,5
pdkl 1,9 1,2
c-myc 0,6 0,3
mcl-1 0,4 0,6
hif-1 1 0,9
bax 2,3 1
bcl-2 0,3 0,1
mdr 82 2,1
bel-xI 0,5 0,3
beclin-1 0,6 0,5
bim 2,6 1,4
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3.8. istatistiksel Analiz

K562s ve K562r hiicrelerinde farklt MP dozlar1 uygulamasi 6ncesi ve sonrast
MTT canlilik testi sonuglarinin istatistik analizi Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi

ile yapilmistir.

K562s ve K562r hiicrelerinde farklt MP dozlar1 uygulamasi 6ncesi ve sonrast
laktat ve glukoz degisimlerinin istatistik analizi Wilcoxon Signed Rank testi ile

yapilmustir.

K562s ve K562r hiicrelerinde MP uygulamasi Oncesi ve sonrast gen
ekspresyonlarindaki kat degisimlerin istatistiksel analizi “Bagimsiz Orneklem T

Testi” ile yapilmustir.
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4. TARTISMA

Imatinib hassas ve direngli hiicreler arasindaki metabolik farkliliklar hiicre
proliferasyon orani, apoptozisin indiiklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hiicre i¢i imatinib
konsantrasyonu ile korelasyon gostermektedir. Glukoz metabolizmasinda meydana
gelen azalmanin 6zellikle ilaca hassas hiicrelerde 6nemli derecede olmasi, hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozisin baslamasinda hiicre spesifik bir
metabolik cevap oldugunu gostermektedir. Direngli hiicrelerde ise imatinib
uygulamasina ragmen proliferasyonun devam etmesi ve hiicrelerin apoptozise
gitmemeleri artmis fosfolipit sentezi ve yiiksek seviyede glikolitik aktivite iceren
fenotipin varliginin gostergesi olmaktadir (Klawitter ve ark., 2009). Yapilan
caligmalarda K562 hiicrelerinde imatinib ile BCR/ABL aktivitesinin inhibisyonunun,
hiicrenin glukoz metabolizmasinda 6nemli degisikliklere neden oldugu gosterilmistir
(Gottscalk ve ark., 2004; Barnes ve ark., 2005). Tirozin kinaz inhibit6érii imatinib bu
hiicrelerde hayatta kalim sinyalini durdururken, glikolizin azalmasina ve hiicre
Oliimiine sebep olmaktadir. Metabolizmanin azalmasiyla biiyiime faktorleri inhibe

olarak hiicre 6liimii baslamaktadir (Mason ve ark., 2010).

Glukoz tiikketimi hiicrelerde direkt olarak enerji iiretimiyle iliskilidir. Kanser
hiicrelerinde de aerobik glikoliz ile yiliksek seviyedeki enerji ihtiyaci
karsilanmaktadir.  Mitokondriyal glikoz  oksidasyonunun aerobik glikolize
degisimiyle gergeklesen bu metabolik donilistim Warburg etkisi olarak bilinmekte ve
tiimor hiicrelerinin hem enerji liretimini hem de anabolik biiylimelerini artiran etkili

bir sistem olarak ¢alismaktadir (Dengler ve ark., 2011).

Glukoz metabolizmasindaki 6nemli degisim imatinib tedavisiyle ortaya
cikmaktadir. K562 hiicrelerindeki glikoliz orani1 imatinib tedavisiyle birlikte
proliferasyondaki azalmaya bagli olarak diismekte, bu nedenle de hiicreler daha az
laktat iretilmektedir. Direngli hiicrelerde ise glikoliz ve laktat seviyesinde artig

devam etmektedir. Yiiksek glikoz alimi glikolitik enzimlerin aktivitesinin artmasina
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neden olmaktadir ki bu da onkogenezin onemli gostergelerinden biridir. Artmis
glikolizin hizli ¢ogalan hiicrelerde onkogenezde rol oynayan onemli sinyal yolaklari
tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir (Klawitter ve ark.,2009). Imatinib direngli
K562r hiicrelerinde glikolitik metabolizma yiiksek seviyede goriilmekte ve glukoz
alimi ve laktat Uretimi artmaktadir. Glukoz alimindaki ve metabolizmadaki
degisiklikler GLUT-1'in plazma membranindan hiicre igine translokasyonu ile
birliktelik gostermekteyken, imatinib uygulanan duyarli hiicrelerde GLUT-1 plazma
membraninda lokalize olmaktadir (Song ve ark.,2014; Hulleman ve ark., 2009). Bu
nedenle, glikolizin inhibisyonu yiiksek seviyede metabolizma ile birlikte ilag direnci

goriilen tiimor hiicrelerinde etkili bir hedef tedavi olacagi diistiniilmektedir.

Akut 16semi tedavisinde kullanilan Glukokortikoidlerin, Imatinib kesildikten
sonra hiicre Oliimiini indiikledigi yapilan c¢alismalarda gdsterilmistir. Imatinib
direngli BaF3 hiicrelerinde yapilan ¢alismada, betametazon ve prednizolon varliginda
ve yoklugunda Imatinib kesilerek hiicre Olimii test edilmistir. Her iki
glukokortikoidin uygulandig:1 hiicrelerde Imatinib yoklugunda hiicre Oliimiiniin
varhigr tespit edilmistir (Dengler ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda, K562s ve
K562r hiicrelerine glukokortikoid yapida bir ilag olan Metilprednizolon
uygulanmistir ve MP uygulamasinin hem apoptotik hem de metabolik etkileri
aragtirllmistir. MP’nin  hiicre canliligina etkisi MTT testi ile arastirilmis ve
sonucunda her iki hiicre hattinda da 10 mM ve 5 mM MP dozlarinin sitotoksiteye
neden oldugu daha diisiik diger dozlarin uygulandigi grubun kontrol grubuyla
anlamli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir. Bu dozlardan 10mM MP dozu
toksik etki gdstermistir ve her iki hiicre grubunu da biiyiik oranda hiicre oliimiine
neden olmustur. Bu nedenle SmM ve daha diisiik ara dozlarla deneylere devam
edilerek apoptozis tayini yapilmistir. MTT sonuglarina gore 48. Saatte, 24. Saate
gore canlilik oranlar1 daha belirgin saptanabilmektedir. Hiicrelerin bdliinme siiresi ve
ilacin etkisi birlikte diigiiniildiigiinde ve sayisal verilere bakildiginda 48. Saat, MP
‘nin apoptotik etkisinin arastirilmasi i¢in daha anlamli bir siire olarak belirlendi. 72.
Saat her iki hiicre grubunda canlilik 6nemli Ol¢lide azalmaktadir, bunun da analiz
sonuglarmi olumsuz yonde etkileyecegi diisiintildiigiinden 72. Saat apoptozis analizi

ve ekspresyon analizleri i¢in uygun bulunmadi.
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Akim sitometri analizi ile apoptozis tayinine ara dozlarlarla 48.saate kadar
devam edilmistir ve K562s ve K562r hiicreleri i¢in LDso dozunun 48. Saatte 4mM

oldugu saptanmustir.

Glukokortikoidlerin apoptotik etkileri kadar onemli olan diger etkisi de
glukoz metabolizmasini normal smirlara indirebilmesidir. Glukokortikoidlerin Bcr-
ADbl’in hiperaktivasyonunun goriildiigii hiicrelerde betametazon, glukoz-6-fosfat,
fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat gibi glikolizin anahtar metabolitlerinin
seviyesini diiglirdiigii saptanmistir. Bu bulgu da hiicre 6liimiiyle ortak ¢alisan ve Ber-
Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki glutamin ve glikoliz yolaklarinin
glukokortikoidler tarafindan antagonize edildigini gostermektedir(Dengler ve ark.,
2011).

Glikolizin artmasi tiimor hiicrelerinde kemorezistansta 6nemli rol
oynamaktadir (Song ve ark., 2014). Glukoz temel enerji kaynagidir ve GLUT-1
ekspresyonundaki artis enerji yararlanimini saglama yoniindedir bu da sonucta kotii
prognozla iliskilendirilmektedir. Bizim c¢aligmamizda hem Imatinib direngli hem
Imatinibe duyarli hiicrelerde YDMP uygulamasinin laktat ve glukoz miktarlarina
olan etkisi arastirilmistir. Imatinibe duyarl hiicrelerde YDMP uygulamasi sonrasi
hiicrenin kullandig1 glukoz miktar1 azalmis olsa da istatistiksel olarak anlamli
bulunamamuistir. Bununla birlikte laktat miktarinda farkli denemelerde farkli sonuglar
elde edilmistir. YDMP uygulamasi Oncesi ve sonrast her iki hiicre hattinda da
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamustir. Imatinib direngli hiicrelerde
ise hiicrenin kullandig1 glukoz miktar1 degismedigi gibi laktat miktarinda da
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Ancak hassasiyeti daha

yiiksek yontemlerle glukoz alim1 ve laktat salinimi arastirilacaktir.

Hiicre metabolizmasi, direkt olarak Bcl-2 ailesi proteinlerini regiile
etmektedir. Glukoz aliminin azalmasi prosurvival Mcl-1 proteininin degradasyonuna
neden olmakta ve proapoptotik proteinlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Glukoz
metabolizmasinin inhibisyonunun proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinden Bax, Bim

varliginda gergeklesmesi hiicre 6liimiinii etkileyen metabolik yolaklarin Bcl-2 ailesi
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proteinleriyle bir noktada kesistigini gostermektedir. Bim ve Bad gibi proapoptotik
proteinler Imatinib tedavisinden hiicre oliimiiyle iliskili oldugu bulunmustur. P53-
null K562 hiicrelerinde glikoliz inhibisyonunun imatinib hassasiyetini artirmada
etkili olmamasi, tiimordeki metabolik manipulasyon sonucunun p53 varligina baglh
oldugunu gostermektedir (Mason, 2010). Imatinibe direngli hiicrelerde glukoz
metabolizmasinin artmasi da, metabolizma ve ilag¢ direncliligi arasindaki iliskiyi
desteklemektedir. Bcr-Abl 1n  hiperaktivasyonunun  goriildiigii  hiicrelerde
betametazon, glukoz-6-fosfat, fruktoz-1,6-bifosfat ve fosfoenolpiruvat gibi glikolizin
anahtar metabolitlerinin seviyesini diisiirdiigli saptanmistir. Bu bulgu da hiicre
olimiiyle ortak calisan ve Bcr-Abl aktivasyonuyla artan seviyedeki glutamin ve
glikoliz  yolaklarinin  kortikosteroidler  tarafindan  antagonize  edildigini
gostermektedir (Dengler ve ark., 2011). Bizim ¢alismamizda hem K562s hem de
K562r hiicrelerde MP proapoptotik genlerden BIM geninin ekspresyonunda anlamli
bir artisa neden olurken, BAX geninin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. Bununla birlikte her iki hiicre hattinda da MP uygulamasi sonrasi
antiapoptotik genlerden BCL-2 ve BCL-xL genlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir

azalma meydana gelmistir (p<0,05).

Otofaji, hiicrenin besin yoklugunda veya biiyiime faktorleri eksikliginde
metabolizmasin1 agliga adapte ederek programli hiicre oOliimiinden kagmasini
saglayan bir siiregtir. Imatinib’in bir¢ok hiicre hattinda yapilan ¢aligsmalarda otofajiyi
indiikledigi gosterilmistir. Imatinibi bir otofaji inhibitoriiyle kombine olarak
kullanmak KML hiicrelerini ortadan kaldirmay1 kolaylastirmaktadir (Ohtomo ve ark.,
2010). Otofajik bir gen firiini olan Beclin-1'in Bcl-2'ye baglanan bir molekiil
oldugunun bulunmasi, Bcl-2-Beclin-1 kompleksinin apoptotik ve otofajik sinyal
yolaklar1 arasindaki karsilikli etkilesimin odak noktasi olmasi gerektigini
gostermistir. Bir BH3-only protein olan Beclin-1, Bcl-xL, Bcl-w ve Mcl-1 ile
etkilesmektedir (Gordy ve He, 2012). MAPK sinyal yolagindaki mutasyonlar
ozellikle RAS ailesi onkogenlerinin hiicresel metabolizmadaki etkileri bilinmektedir.
RAS'm aktive formlar1 (hem direkt hem de dolayli olarak HIF-1'i aktive eder) asetil-
Coa havuzunu azaltir ve TCA siklusu metabolitlerinden sitrat ve izositratin

azalmasina neden olur. RAS aymi zamasnada PI3K yolagini aktive eder ve
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mitokondriyal alimi ve yag asitlerinin B oksidasyonunu inhibe eder. Aktive RAS
mutasyonlari iyi bir besin kaynagi olsa da otofajinin ve mitofajinin seviyesini artirir.
Bu MEK/ERK aracili mekanizmalarla Beclin-1 artis1 ve Noxa'nin indiiklenmesi gibi
veya BNIP3 ekspresyonu yoluyla olur (Leone ve Amaravadi, 2013). Bcr-Abl Ras-
MAPK yolagini aktive ederek sonugta antiapoptotik protein Bcl-2'nin seviyesini
artirir. Ber-Abl bununla birlikte PI3K/Akt yolagini da aktive eder. MTOR yolaginin
aktivasyonunu saglayan PI3K/Akt protein sentezinde temel regiilator rol oynarken,
proapoptoik bir gen olan Bad'l inhibe etmektedir. Bizim calismamizda K562s
hiicrelerinde BECLIN-1 geninin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmazken,
MCL-1 geninin ekspresyonlarinda anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,05). K562r
hiicrelerinde ise BECLIN-1 ekspresyonunda anlamli derecede bir azalma meydana
gelmigstir. K562r hiicrelerinde MCL-1 geninin ekspresyonunda azalma saptanmistir
ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Ber-Abl, malign hiicrelerde goriilen Warburg etkisi yani hiicreye glikoz
aliminin, proliferatif kapasitelerinin ve kiitlelerinin artmasini saglamaktadir. GLUT-1
glukoz tastyicisi eksprese olmakta ve glukoz alimi artmaktadir. Hiicre i¢i glukoz
iceriginin artmasi glukoz yikim kapasitesini artirirken, hiicre cevap olarak HIF-1a
ekspresyonunu indiikleyerek fazla glukoz karbonunun laktat olarak atilimim
gerceklestirmektedir. Bu nedenle HIF-1a upregiilasyonu veya stabilizasyonu ile Ber-
Abl, hiicresel metabolizmay1 degistirerek laktat {iretimini artirmakta ve oksijen
tiketimini azaltmaktadir. Bcer-Abl kinaz aktivitesine bagli olarak degisen bu
metabolik regiilasyon imatinib ile inhibisyon sonucunda degiserek aerobik glikolizi
mitokondriyal sitrat dongiisiine yonlendirmekte ve HIF-1o miktarin1 azaltmaktadir.
Dengler ve ark., yaptiklar1 ¢alismada Bcr-Abl’in yiiksek seviyede ekspresyonunun
goriildiigli hiicrelerde imatinib uygulamasinin kesilmesinin ardindan Ber-Abl'in akut
aktivasyonu, degisen metabolizma ve hiicre 6liimii arasindaki iliskiyi gostermislerdir
(Dengler ve ark., 2011). Kanserli dokuda HIF-1o hipoksik olmayan aerobik
kosullarda da ekspresyonu indiiklenebilmektedir (Zhao ve ark., 2010; Song ve ark.,
2014). HIF-la'nin ilaca direngli 16semi hiicrelerinde ekspresyonu goriilmesi onemli
bir bulgudur (Deeb ve ark., 2011; Kluza ve ark., 2011). Hipoksi HIF-

Instabilizasyonuyla transkripsiyonu degistirerek glikolitik kapasiteyi arttirip,

48



mitokondriyal solunumu azaltmaktadir. Buna ek olarak HIF'tan bagimsiz olarak
hipoksi mTOR sinyalini inhibe ederek metabolik fenotipin degismesinden sorumlu
birgok mekanizmay1 etkilemektedir ki otofaji onemli mekanizmalardan biridir.
MTOR inhibisyonunun tiimor baskilayici etkisi olmasi beklenmesine ragmen
malignansilere cevap olarak hipoksiye tolerans artmakta ve metabolik stres boyunca
tiimor hiicre hayatta kalimi uyarilmaktadir. Bizim ¢alismamizda, K562s ve K562r
hiicrelerinde HIF-1 geninin artmis ekspresyonu goriiliirken, MP uygulamasi sonrasi
her iki hiicre grubunda da ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. HIF-1a glikolitik ve antiapoptotik bircok genin ekspresyonunda
onemli rol oynamaktadir, bu da kanser hiicrelerinin hayatta kalimini ve ilag direncini
etkilemektedir. Otofajinin bu asamadaki rolii diislintildiigiinde bizim ¢aligmamizda
her iki hiicre grubunda da BECLIN-1 ekspresyonu goriilmektedir yani hiicre hayatta
kalim yolagimmi kullanmaktadir. MP uygulandiginda her iki hiicre grubunda da
BECLIN-1 ekspresyonunda azalma goriilmekteyken, direngli hiicrelerde istatiksel

olarak anlamli bir fark meydana gelmistir.

Kanserde enzimatik yolaklarin upregiilasyonu, hem metabolik enzimlerin
kanser spesifik izoformlarinin upregiilasyonuyla (piruvat kinaz 2 (PKM?2), laktat
dehidrogenaz A(LDHA), piruvat dehidrogenaz (PKD1) ve hekzokinaz (HK2) hem de
metabolik yolaklar etkileyen mutasyonlu ve anormal olarak aktive olmus onkogenler

ile gergeklesir.

Iki temel bilyiime faktdr-cevapli yolak olan PI3K, AKT/protein kinaz B,
mMTOR ve MAPK yolaklar1 kanserde siklikla mutant ve anormal olarak aktive olur.
Bu yolaklar hiicresel metabolizmay1 da etkiler ve malign fenotipe neden olur. PI3K
yolak aktivasyonu MYC transkripsiyon faktorii ekspresyonunu ve HIF-1
stabilizasyonunu artirir. Bu iki onkogen kanser hiicrelerinde yer alan metabolik
izozimlerin (GLUT1, HK1/HK2, LDHA, PDKI1) transkripsiyonunu regiile ederek
aerobik glikolizde rol oynar. Bizim ¢aligmamizda, onkogenez siirecindeki metabolik
izozimlerden Hexokinaz-2, LDH-A, LDH-B, PDK1, PKM1 ve PKM2 enzimlerinin

ekspresyonuna MP uygulamasinin etkisinin olup olmadigi arastirilmistir.
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Hekzokinaz glukozu glukoz-6-fosfata gevirerek hiicrede glikoliz yolaginin
baslangi¢c basamagini katalizleyen enzimdir. Hekzokinaz II (HKII) izoformu normal
kas, adiposit ve akciger dokularinda az mikarda ifade edilmektedir. Yapilan
calismalarda HK II’nin malign fenotipin devamliliginda rol alan 6énemli bir protein
oldugu gosterilmistir. Glukoz, glukoz tasiyicilariyla hiicre igine girdikten sonra iki
farkli sekilde HK II’nin substrati olarak gorev alir. HK II, mitokondriyal membran
proteini voltaj kapili iyon kanalina(VDAC) baglanir, mitokondri i¢ membranindaki
ATP sentaz hekzokinazin ikinci substrat1 olan ATP’yi sentezler ve adenin niikleotit
tagtyict ATP’yi VDAC-HK 11 kompleksine tasir. Bu yolak glukoz-6-fosfattan hizl
bir enerji liretimi saglamasa da pentoz fosfat yolu ve mitokondriyal TCA dongiisiiyle
metabolitlerin sentezini saglayarak kanser hiicrelerine biiylime ve ¢ogalma avantaji
kazandirir. HK II’nin kanser hiicrelerinde transkripsiyonel olarak da yiiksek seviyede
oldugu bilinmektedir. Mitokondiye bagli hekzokinaz Il enzimi sitokrom ¢ salinimini
bloke ederek apoptozisi engellemede de onemli rol oynamaktadir. VDAC HK II
kompleksinin mitokondriyal permeabilite transisyon porlarint (MTPT) inhibe ederek
apoptozisi indiikledigi bilinmektedir. HK’1n VDAC’a baglanmasi, VDAC iizerindeki
Bax gibi proapoptotiklerin baglanacagi bdlgeleri kapatmaktadir (Mathupala ve
ark.,2006; Bhattacharya ve ark.,2016). Bizim c¢alismamizda hem K562s hem de
K562r hiicrelerinde HK II enzim ekspresyonu yiiksek seviyede ifade edilmektedir ve
MP uygulamasi1 sonrasinda ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma

saptanamamistir.

LDH-A geni epidermal biiyiime faktorii olarak bilinmektedir ve yaygin olarak
prognostik tiimor belirteci olarak kullanilmasina ragmen etki mekanizmasinda hala
bilinmeyen noktalar bulunmaktadir. LDH enziminin izoformlarindan LDH-A normal
hiicrelerde anaerobik kosullarda pruvati laktata cevirmektedir. Diger bir LDH
izoformu olan LDH-B ise kalp gibi aerobik dokularda yiiksek seviyede
bulunmaktadir ve laktatin piruvata c¢evrilmesinden sorumludur. Glikolitik yolakta
LDH-A meme kanserinde paclitaxel/trastuzumab direncinden sorumludur (Zhao ve
ark., 2013). Bizim g¢alismamizda MP uygulamasi ile hem K562s hem de K562r
hiicrelerinde LDH-A ve LDH-B gen ekspresyonunda anlamli olarak azalma

saptanmustir (p<0,05). C-Myc proteini hiicre gogalmasi, farklilasmasi ve apoptozis
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siireclerinin regiilasyonuna katilmaktadir. Shim ve ark., yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
LDH-A’nin direkt bir c-Myc -responsive gen oldugu ve MYC-aracili hiicre
transformasyonunda yer aldigin1 saptamislardir. LDH-A’nin ekspresyonunun artmasi
laktat iiretiminin artmasi i¢in yeterli olmaktadir ve kanser hiicrelerine neoplastik
bliylime avantaji saglayacak metabolizma degisimine neden oldugu bilinmektedir
(Shim ve ark, 1997). Bizim ¢alismamizda LDH-A ve LDH-B gen ekspresyonlarinin
azalmasiyla birlikte her iki hiicre grubunda da c-MYC geninin ekspresyonunda da

istatiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0,05).

HIF-1‘in de ayn1 zamanda LDH-A ve piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1)
ekspresyonunu da kontrol etmektedir. LDHA piruvatin laktata doniisiimiinii katalize
eder bu sayede piruvati asetil koenzim A’ya cevirecek olan piruvat dehidrogenazi
n(PDH) substrati olan piruvatin mitokondriyal kullanimi azalir. PDK1, PDH’in
katalitik alt tnitesini fosforilleyerek inaktivasyonuna neden olur ve piruvati
mitokondriden uzaklastiracak sant1 aktive eder (Luo ve ark., 2011; Bhattacharya ve
ark., 2016).

Christotk ve ark. yaptiklar1 calismada, PKM2 ekspresyonunun diisiik oksijen
tilkketiminde hiicreye glikoz alimi ve laktat iiretiminin artistyla iliskili oldugunu
gostermislerdir (Christofk ve ark, 2008). Piruvat kinaz fosfoenolpiruvattan piruvat ve
ATP olusumunu katalizleyen enzimdir. Kanser hiicrelerindeki genetik degisimle
birlikte, PKM1’in yerine PKM2 ekspresyonu gercekleserek Warburg etkisinin ortaya
ciktig1 ortaya konulmustur. Farkli timorlerde PKM2 ekspresyonundaki degisim ilag
direnciyle iliskilendirilmektedir. Ornegin Shi ve ark. Akciger kanseri hiicreleri
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, shRNA ile PKM2’nin baskilanmasiyla docetaxel
etkililigi artarak hem in vitro hem in vivo olarak proliferassyon baskilanmis ve
apoptozis artmustir (Shi ve ark., 2010). PKM2’nin diisiikk aktivitesi sayesinde
glikolitik ara iirtinlerin gliserol sentezi ve pentoz fosfat yolaklarina baglanmasi ve
takiben NADPH iiretimiyle ROS {iretimini baskilanmasi ve ayni zamanda niikleotit
sentezi ger¢eklesmis olur (Tamada ve ark., 2012). Bizim ¢alismamizda, hem K562s
hiicrelerinde YDMP uygulamasi sonrast PDK1 geninin ekspresyonunda istatiksel

olarak anlaml bir artis saptanmistir. K562r hiicrelerinde ise MP uygulamasi sonrasi
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PDK1 geninin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik saptanmamistir. PKM1 geninin
ekspresyonu MP uygulamasi sonrast hem K562s hiicrelerinde anlamli derecede
artarken, K562r hiicrelerinde anlamli derecede azalmaktadir. PKM2 genini
ekspresyonundaki degisiklik her iki hiicre hattinda da istatistiksel olarak anlamli

bulunamamustir (p<0,05).

Bu metabolik yolaklar mitokondri araciligiyla birbirine entegre olmaktadir.
Aerobik glikoliz piruvati mitokondriden ve oksidatif fosforilasyondan uzakta tutma
egilimindeyken es zamanli olarak glutaminoliz (biiyiikk bolimi mitokondride
gerceklesir) TCA dongiisiiniin  devamlili§i i¢in karbonlar1 saglar ve oksidatif
fosforilasyonun siirmesine izin verir. Hiicresel stres ve degisen metabolizma devam
edip, mitokondride algilandiginda programli hiicre 6liimii yolaklar1 baslatilir. Bunun
tam tersi hiicresel stres ve onkojenik sinyal hiicresel hayatta kalim mekanizmasi
olarak devreye girer (Leone ve Amaravadi, 2013). Bu tez ¢alismasinda bu iliski
diisiiniilerek apoptotik ve metabolik enzimlerin transkripsiyonu arasinda iliski
olabilecegi ve apoptozisi indiikleyen ve metabolizmaya yavaslatmas: beklenen

YDMP’nun gen ekspresyonu iizerine etkisi ortaya konulmustur.

Kanser hiicreleri biyoenerjetik ve biyosentetik ihtiyaclarini karsilamak i¢in
metabolizmalarini yeniden programlamaktadirlar. Aerobik glikolizin, yag asidi
sentezinin ve glutamin metabolizmasinin artmasi kanserde tedaviye direngle
iliskilendirilmektedir. Kanser metabolizmasindaki bu degisimle artan enerji iiretimi
ve metabolit sentezi hiicre proliferasyonunu indiiklemekte ancak tedavi ile
hedeflenen apoptozisi azaltmaktadir, bu da ilag direnciyle iliskilendirilmektedir.
Glikolizin artmasiyla birlikte yiiksek miktarda ATP ve NADPH iiretilemektedir.
Kemoterapdtik ilaglar da oksidatif hasart indiikleyerek kismen anti-timor etki
gostermektedir. NADPH Onemli bir antioksidandir ve kanser hiicrelerinde

kemorezistansa sebep olan glikolizle birlikte yiiksek seviyede iiretilmektedirler.

Imatinib tedavisine 16semi hiicrelerinin metabolik cevabi 6nemli biyolojik
gostergeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiimoriin biyokimyasinda 6zellikle glukoz

alimi ve metabolizmasinda normal hiicreye gore onemli farkliliklar goriilmektedir.
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Mitokondriyal metabolizmanin bozuldugu ve sitozolik glikolizin arttig1 timor

hiicrelerinde gozlemlenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular, yeni gelistirilecek tedavilerin hiicre
metabolizmasina  hassasiyetle  iliskili ve  metabolik = manipulasyonlarla
gelistirilebilecek yonde olmasi konusunda fikir vermektedir. Kanser hiicrelerinde
artan metabolizma ve hiicreye glikoz alimma Metilprednizolonun etkisi
gosterilmigtir.  Metilprednizolonun  glukokortikoid  yapida  olmasi  ve
glukokortikoidlerin metabolizmay1 yavaslatici, hiicreye glikoz alimimi azaltict etkisi
gdz Oniinde bulunduruldugunda, direncli KML hiicrelerinde metabolizmay1
yavagslatarak, onkogenik etkiyi azalttig1 ve metabolizmanin yakindan iliskili oldugu
apoptotik yolaklar: aktive ettigi gosterilmistir. Yiiksek Doz Metilprednizolonun bu
calismayla Warburg etkisini tersine ¢evirebilecek ibr ajan olabilecegi kismen
gosterilmistir. Ancak bu etkisini teyit edebilmek i¢in daha hassas yontemlerle ek
analizler yapilmasi planlanmaktadir. Literatiirde Yiiksek Doz Metilprednizolonun
hem Imatinib direncli hem de Imatinibe hassas KML hiicreleri iizerindeki metabolik

ve apoptotik etkisini gosteren ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yiiksek doz MP uygulanan K562s ve K562r hiicrelerinde MTT ve akim
sitometri analizleri sonucu ilacin canlilig1 istatistiksel olarak (p<0.001)
anlamli bi¢imde azalttig1 saptandi. Her iki hiicre hattinda da ortak LD50

dozunun 48.saatte 4mM oldugu saptandi.

4mM dozda MP uygulanan K562r ve K562s hiicre hatlarinda ilag
uygulamasi Oncesi ve sonrasi laktat ve glukoz miktarlarinda degisim

analiz edildi.

4mM dozda MP uygulanan K562r ve K562s hiicre hatlarinda ilag
uygulamas1 oncesi ve sonrast apoptotik ve glikolitik yolak enzimlerinin
ekspresyonlari analiz edildi. Anti-apoptotik genlerin (BCL-2, BCL-XL,
MCL-1) ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bigimde azalma
saptanirken, proapoptotik genlerden Bim ekspresyonunda anlamli bir

artig saptanmagtir.

YDMP’nin otofaji yolagina etkisinin olup olmadig: arastirildi. Otofajik
genlerden BECLIN-1 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olmadigi

saptandi.

YDMP’nin glikolitik yolak etkisi iizerine etkisi HK II, PKM1, PKM2,
LDH-A, LDH-B, PDK1 genlerinin ekspresyonu iizerinden arastirildi.
LDH-A ve LDH-B genlerinin ekspresyonu hem Imatinib direngli hem
hassas hiicrelerde anlamli derecede azalirken, onkogen olan c-myc

ekspresyonunda da anlamli azalma meydana gelmistir.
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YDMP’nin PDK1’in ve PKM2’nin ekspresyonunu azaltmasi beklenirken
caligmamizda bu genlerin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik

saptanmamistir.

YDMP uygulamasi sonrasi ekspresyonu anlamli olarak degisen genlerin

protein diizeyinde analizleri Western Blot teknigi ile yapilacaktir.

Hem TCA dongiisiindeki hem de oksidatif olmayan pentoz fosfat
yolagindaki Tiamin bagimli enzimlerin inhibitérii olarak kullanilan
oksitiaminin direngli hiicrelerde imatinib hassasiyetini  artirdigi
bilinmektedir. Calismamizin devaminda Oksitiamin ve Metilprednizolon
hiicrelere uygulanarak laktat ve glukoz miktarlar ile metabolik yolak gen

ekspresyon seviyelerindeki degisimler analiz edilerek karsilastirilacaktir.

Imatinib direngli hastalardan izole edilen myeloid hiicrelerde Stable
isotope-based dynamic metabolic profiling (SiDMAP) yontemi ile
glukozdan oksidatif olmayan pentoz fosfat sentezinin indiiklendigi ve
mitokondriyal glikoz oksidasyonunun azaldigi yapilan c¢alismalarda
bulunmustur, bu yontem ile ila¢ direnci ile hastalik progresyonu giivenilir
bir sekilde analiz edilebilmektedir (Serkova ve ark., 2005). Calismanin
devaminda Imatinib direngli KML hastalarindan alinacak kemik iligi
myeloid hiicrelerine Metilprednizolon uygulanarak SIDMAP yontemi ile

ilacin dirence etkisi arastirilacaktir.

Calismamizin devaminda K562s ve K562r hiicrelerinde YDMP’nin
glutaminoliz yolagina etkisi olup olmadig: arastirilacaktir. Calismamizda
MP uygulamasi sonrasi ekspresyonu anlamli derecede azalan c-MYC
onkogenin  glutaminoliz  yolagiyla olan iligkisi g6z Oniinde
bulundurularak, MP’nin glutaminoliz yolagim1 da baskilaycagi

diistintilmektedir.
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OZET

Imatinib Duyarh ve Diren¢li KML Hiicre Serileri K562s ve K562r Hiicrelerinde
Metilprednizolonun Apoptotik, Otofajik ve Metabolik Etkilerinin Gosterilmesi

Kronik myeloid I6semi (KML), (9;22)(q34;ql1) translokasyonunun
molekiiler iiriinii olan BCR-ABL fiizyon geni nedeniyle olusan hematopoetik bir
neoplazidir. Imatinab mesilat “BCR-ABL tirozin kinaz inhibitorii (TKI)” olarak
adlandirilan bir ilag tipidir. Abl kinaz domaininin ATP baglanan bolgesiyle yarisarak
inhibe eden Abl tirozin kinaz inhibitOriidiir. Imatinib hassas ve direngli hiicreler
arasindaki metabolik farkliliklar hiicre proliferasyonu orani, apoptozisin
indiiklenmesi, Pgp ekspresyonu ve hiicre i¢i imatinib konsantrasyonu ile korelasyon
gostermektedir. Glukoz metabolizmasinda meydana gelen azalmanin 6zellikle ilaca
hassas hiicrelerde 6nemli derecede olmasi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve
apoptozisin baglamasinda hiicre spesifik bir metabolik cevap oldugunu
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, Akut Ldésemilerin tedavisinde kullanilmakta
olan, anormal hiicreleri apoptozise ve farklilagmaya gotiirdiigii  bilinen
Metilprednizolonun, Imatinibe direngli olan ve direngli olmayan KML hiicreleri
tizerindeki metabolik, apoptotik ve otofajik etkisi arastirilmistir Kanser hiicrelerinde
artan metabolizma ve hiicreye glikoz alimina Yiiksek Doz Metilprednizolonun etkisi
gosterilmistir.  Metilprednizolonun  glukokortikoid ~ yapida  olmast  ve
glukokortikoidlerin metabolizmay1 yavaslatici, hiicreye glikoz alimini azaltict etkisi
g6z oOniinde bulunduruldugunda, direngli KML hiicrelerinde metabolizmay1
yavagslatarak, onkogenik etkiyi azalttig1 ve metabolizmanin yakindan iligkili oldugu
diistiniilen apoptotik yolaklar1 aktive ettigi saptanmistir. Bu baglamda KML hiicre
serisi olan K-562 hiicrelerinin direngli ve direngsiz formlarina Metilprednizolon
uygulanarak, apoptotik etken doz 4mM olarak bulunmustur. Yiiksek doz
Metilprednizolon uygulanan hiicrelerde glukoz tiikketimi ve laktat {iretimi tizerinde
degisiklik arastirilmis ancak anlamli bir degisiklik saptanamamustir. Yiiksek doz
Metilprednizolonuygulanan hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak, BCL-2, BCL-
xL, BAX, BIM, MCL-1, C-MYC VE HK1/HK2, LDH-A, LDH-B, PDK1, BECLIN-
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1, PKM1 ve PKM2 genlerinin ekspresyon analizleri yapilmistir. Hem direngli hem
direngsiz K562 hiicrelerinde MP uygulamasi sonras1 C-MYC, BCL-2 ve BCL-xL
genlerinin  ekspresyonlarinda azalma goriilirken, BAX ve BIM genlerinin
ekspresyonlarinda anlamli bir azalma saptanmigtir. BECLIN-1 ekspresyonunda
onemli bir degisiklik saptanmamasi1 Metilprednizolonun bu hiicrelerde otofajiyi
Onleyici bir etkisi olmadigimi gostermektedir. Warburg etksini ortaya koyan LDH-A
ve LDH-B genlerinin ekspresyonlarinda anlamli bir azalma saptanirken, PDKI,
PKMI1 ve PKM2 genlerinin ekspresyonunda anlamli bir degisiklik saptanmamustir.
Direngli ve direngsiz K-562 hiicre serilerinde Yiiksek Doz Metilprednizolunun hem
apoptotik hem otofajik hem de metabolik etkisinin belirlenmesi agisindan ilk ¢calisma
olmasimnin  yanisira, metabolizma ve Olim yolaklarimin arasinda iliski
diisiiniildiiginde gen ekspresyonu diizeyinde bu iliskinin aydinlatilmasinda literatiire

onemli katkis1 oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Kanser Metabolizmasi, Kronik Myeloid Losemi,

Meilprednizolon, Otofaji

57



SUMMARY

Apoptotic, Autophagic and Metabolic Effects of Methylprednisolone on
Imatinib sensitive and resistant CML cell lines K562 and K562s.

Chronic myeloid leukemia (CML), (9, 22) (q34, g11) translocation of the molecular
product of the BCR-ABL fusion gene causes hematopoietic neoplasm. Imatinab
mesylate "BCR-ABL tyrosine kinase inhibitor (TKI)" is a type of drug using for
CML therapy. Abl kinase domain and ATP binding site racing with inhibiting the
Abl tyrosine kinase inhibitor. Imatinib sensitive and resistant cells have metabolic
differences among cell proliferation rate, apoptosis induction, Pgp expression and
intracellular imatinib concentration and these are correlated. A reduction in glucose
metabolism in cells especially sensitive to drugs that substantially, the initiation of
cell proliferation and inhibition of apoptosis suggests that cells of a specific
metabolic responses. In this thesis, methylprednisolone which is used in the
treatment of acute leukemia and the abnormal cells are known to lead to apoptosis
and differentiation was treated in Imatinib-resistant and sensitive CML cells and
metabolic, apoptotic and autophagic effect was explored. Effect of High Dose
Methylprednisolone on glucose uptake and lactate efflux in cancer cells were shown
and did not find a significant change. Methylprednisolone is a glucocorticoid and
glucocorticoid metabolism slows cell glucose uptake. When these effects are
considered, resistant CML cells metabolism, slowing oncogenic effects diminish and
metabolism is closely associated with apoptotic and autophagic pathways activated is
expected to. In this context, the K-562 cells in CML cell lines resistant and sensitive
forms by applying High Dose Methylprednisolone, apoptotic effect was shown for
two cell lines. And RNA isolation was performed cells treated high dose MP.
Following cDNA synthesis BCL-2, BCL-xL, BAX, BIM, MCL-1, C-MYC VE
HK1/HK2, LDH-A, LDH-B, PDK1, BECLIN-1, PKM1 and PKM2 gene expression
analysis was performed. Confirming apoptosis, MCL-1, BCL-2 and BCL-XL gene
expressions were significantly decreased whereas BIM and BAX gene expressions
were significantly increased in both cell lines. BECLIN-1 expression did not change
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significantly so we did not found any change in autophagy. LDH-A and LDH-B gene
expressions were significantly decreased that we expected to. But HDMP did not
show any changes on other metabolic gene expressions. Resistant and sensitive K-
562 cell lines which are treated with Metilprednizolone showed apoptotic effect as
well as the metabolic effects of the determination of the terms of the first study as
well as being, metabolism and death pathways relationship between considering the

gene expression level of this relationship is the first study in literature.

Keywords: Apoptosis, Autophagy, Cancer Metabolism, Chronic Myeloid Leukemia,
Methylprednisolone
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